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RESUMO

A doenca da Urina do Xarope do Bordo (DXB) ¢ ocasionada pelo acimulo dos aminoacidos
de cadeia ramificada (AACR) leucina, isoleucina e valina. Além de outros sintomas, apresenta
dano neurologico grave, principalmente na aprendizagem e cogni¢do, bem como diminui¢ao do
metabolismo energético e estresse oxidativo (EOX). Desta maneira, a vitamina D exerce
funcdes bioldgicas no sistema nervoso central regulando fatores neurotréficos e
neurotransmissores, apresentando caracteristicas antioxidantes. Visto isso, o objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito da vitamina D sobre comportamento, memdria, sistema colinérgico
e parametros de EOX em ratos submetidos a um modelo da DXB. Foram utilizados 64 ratos
Wistar machos de 7 dias de vida divididos em quatro grupos: controle salina, grupo DXB, grupo
vitamina D e grupo DXB-vitamina D. Os animais foram submetidos aos testes comportamentais
de habituacdo em campo aberto e memoria de reconhecimento de objetos. Foi realizada a
disseccdo do cortex cerebral para posteriores analises bioquimicas. Para andlise do sistema
colinérgico foi realizada atividade da AChE e ChAT e a avaliagdo de EOX foi por meio das
analises do conteudo de sulfidrilas, oxidacdo de DCFH, niveis de TBA-RS e atividades
enzimaticas da SOD e CAT. Os resultados mostraram aumento da atividade da SOD no grupo
vitamina D salina e DXB + vitamina D comparados ao grupo controle salina e DXB + vitamina
D. Ja em relacdo a atividade de CAT percebeu-se diminui¢do no grupo vitamina D salina e
DXB controle quando comparado ao grupo salina controle. No contetido de sulfidrilas, a
suplementag¢do de vitamina D foi capaz de reestabelecer o conteudo de sulfidrilas no grupo
DXB + vitamina D quando comparado ao grupo DXB controle. Observou-se aumento dos
niveis de TBARS no grupo DXB controle quando comparado ao grupo salina controle. A fim
de avaliar danos ao DNA, o tratamento com vitamina D, foi capaz de reverter o dano ocasionado
pela administracdo dos AACR no grupo DXB + vitamina D. Quanto a avalia¢do do sistema
colinérgico, a suplementac¢do de vitamina D foi capaz de reverter o aumento de AChE no grupo
DXB + vitamina D quando comparado ao grupo DXB controle. Em relagdo ao teste de
habituacdo em campo aberto os animais ndo apresentaram alteragdes locomotoras ou
exploratdrias. Ainda, no mesmo teste foi possivel observar que os grupos vitamina D salina,
DXB controle e DXB + vitamina D ndo apresentaram diferengas na memoria de curto e de
longo prazo indicando danos a memoria de curto e longo prazo desses animais. Logo, embora
diversos estudos apresentem dados quanto ao uso da vitamina D sobre EOX, sistema
colinérgico e comportamento, esses dados apresentam divergéncias quanto a idade dos animais,

dose e via utilizadas e principalmente, quanto ao mecanismo de a¢@o da vitamina D sobre esses



parametros, sendo necessarios mais estudos para que se tenha entendimento sobre seus efeitos

na DXB.

Palavras-chave: Doeng¢a da Urina do Xarope do Bordo; Vitamina D; Comportamento

cognitivo; Estresse Oxidativo.



ABSTRACT

Maple syrup urine disease (MSUD) is caused by the accumulation of branched-chain amino
acids (BCAAs) leucine, isoleucine, and valine. In addition to other symptoms, it presents severe
neurological damage, mainly affecting learning and cognition, as well as decreased energy
metabolism and oxidative stress. Thus, vitamin D plays a biological role in the central nervous
system by regulating neurotrophic factors and neurotransmitters, exhibiting antioxidant
characteristics. Therefore, this study aimed to evaluate the effect of vitamin D on behavior,
memory, the cholinergic system, and oxidative stress parameters in rats subjected to an MSUD
model. Sixty-four male Wistar rats aged 7 days were divided into four groups: saline control,
MSUD group, vitamin D group, and MSUD-vitamin D group. The animals underwent
behavioral tests of open-field habituation and object recognition memory. Dissection of the
cerebral cortex was performed for subsequent biochemical analysis. For analysis of the
cholinergic system, AChE and ChAT activity were measured, and oxidative stress evaluation
was conducted through analyses of sulthydryl content, DCFH oxidation, TBA-RS levels, and
enzymatic activities of SOD and CAT. Results showed increased SOD activity in the saline
vitamin D group and MSUD + vitamin D group compared to the saline control and MSUD +
vitamin D group. CAT activity was decreased in the saline vitamin D group and MSUD control
group compared to the saline control group. In terms of sulthydryl content, vitamin D
supplementation restored sulthydryl content in the MSUD + vitamin D group compared to the
MSUD control group. TBARS levels were elevated in the MSUD control group compared to
the saline control group. Vitamin D treatment was able to reverse DNA damage caused by
BCAAs administration in the MSUD + vitamin D group. Regarding the cholinergic system
evaluation, vitamin D supplementation was able to reverse the increase in AChE in the MSUD
+ vitamin D group compared to the MSUD control group. Open field habituation test indicated
no locomotor or exploratory alterations in the animals, respectively. Additionally, in the same
test, was observed that the saline vitamin D, MSUD control, and MSUD + vitamin D groups
did not show differences in short-term memory and long-term memory, indicating damage to
the short-term and long-term memory of these animals. Thus, although several studies provide
data on the use of vitamin D on oxidative stress, the cholinergic system, and behavior, these
data differ regarding the age of the animals, dose, and route used, and mainly, the mechanism
of action of vitamin D on these parameters, necessitating further studies to understand its effects
on MSUD.

Keywords: Maple syrup urine disease; Vitamin D; Cognitive Impairment; Oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

1.1 ERROINATO DE METABOLISMO

Proposto pela primeira vez, em 1908, por Archibald Garrod, o termo Erro Inato de
Metabolismo (EIM), foi descrito por meio de estudos sobre desordens metabolicas realizados
em pacientes com alcaptonuria, observando que individuos afetados apresentavam grandes
quantidades de acido homogentisico excretadas na urina (Garrod, 1923). Assim, sdo distirbios
hereditarios, em que a principal caracteristica bioquimica ¢ a deficiéncia ou auséncia de uma
determinada atividade enzimatica que leva a um bloqueio total ou parcial de uma rota
metabolica na qual resulta em acumulo de substrato e a falta do produto (Karam et al., 2013;
Carakushansky, 2022).

Os pacientes com EIM podem apresentar manifestacdes clinicas diversas e
sintomas graves de modo que, na grande maioria, o sistema nervoso central (SNC) ¢ o mais
afetado com ocorréncia de retardo neuropsicomotor e neurodegeneracio progressiva (Garrod,
1908; Garrod, 1923; Beaudet et al., 2004; Saudubray J. M. e Garcia-Cazorla A., 2018). Assim,
os EIM podem ser divididos em grupos de “Pequenas ou Grandes moléculas”, tendo a Doenga
da Urina do Xarope do Bordo (DXB) como exemplo de pequenas moléculas, que se caracteriza
por manifestacdes precoces € que possam necessitar de cuidados emergenciais (Saudubray J.
M. e Garcia-Cazorla A., 2018).

Outra forma de classificagdo dos EIM relaciona-se a repercussao celular e
metabolica, onde quatro tipos de distirbios estdo presentes, sendo os mesmos: distirbios de
transporte, sintese, armazenamento e de metabolismo intermediério. O primeiro tipo de defeito,
afeta o transporte renal e/ou intestinal de moléculas organicas ou inorganicas, sendo em grande
maioria manifestados através da dieta, levando a desnutrigdo. Por sua vez, nos disturbios de
sintese, a producao de moléculas ocorre de forma anormal ou incompleta. J& nos distarbios de
armazenamento, desencadeia o acumulo de substratos que sdo depositados nas células em
quantidades anormais, contribuindo para a alteracdo da forma e funcionamento. Por fim, os
distarbios do metabolismo intermediario apresentam uma deficiéncia enzimatica das rotas de
metabolizacdo de pequenas moléculas, provocando o acimulo do substrato da enzima
deficiente e de seus metabdlitos de modo que a deficiéncia do produto final da rota ndo seja
suprido por outra via metabolica (Saudubray e Charpentier, 2019). Dessa forma, quando
analisados, os numeros de casos individuais de EIM sdo considerados raros; todavia, quando

observados em conjunto podem atingir um em cada mil nascidos vivos correspondendo a cerca



12

de 10% das doengas genéticas (Waters et al., 2018; Vieira et al., 2019). Ja foram descritos
aproximadamente 1000 disturbios envolvendo defeitos na sintese, transporte, armazenamento
e degradacao de moléculas no organismo (Arnold, 2018).

O Brasil conta com um centro de referéncia nacional para o diagnéstico e
tratamento de erros inatos do metabolismo e dos registros dos mesmos chamado Servigo de
Informacao Sobre Erros Inatos do Metabolismo (SIEM) localizado no Hospital de Clinicas de
Porto Alegre criado em 2001 (Vieira et al., 2019). O servico conta ainda com um servi¢o
telefonico gratuito, que presta informagdes para médicos e profissionais da saude envolvidos
no diagnostico e tratamento de pacientes com diagnostico confirmado ou suspeita de EIM, por
meio de uma equipe multidisciplinar. O tratamento necessario para essas doencas geralmente ¢

financiado por pesquisas e ¢ fornecido sem nenhum custo ao paciente (Vieira et al., 2019).

1.2 DOENCA DA URINA DO XAROPE DO BORDO

Considerada um tipo de EIM, a Doenga da Urina do Xarope do Bordo (DXB) ¢ uma
doenga genética de heranca autossOmica recessiva ocasionada pela deficiéncia da uma
subunidade do complexo enzimdtico desidrogenase de cadeia ramificada alfa mitocondrial
(CDCCR) (Strauss e Morton, 2003; Chuang et al., 2019). Esta deficiéncia enzimatica resulta
no aumento de 5 a 10 dez vezes dos niveis séricos dos aminoacidos de cadeia ramificada
(AACR) leucina, isoleucina e valina, bem como, seus respectivos alfa-cetodcidos, resultante de
mutacdes nas proteinas Elo ou E1f da enzima E1 ou da proteina da enzima E2 do CDCCR,
sendo responsaveis pelo desencadeamento da doenga (Sperringer et al., 2017; Chuang et al.,
2019).

Quando ndo tratada, a DXB pode levar a anormalidades do desenvolvimento
cerebral, retardo mental e mortes infantis precoces. Bebés que apresentam tal desordem
genética, dentro de 48 horas apds o parto, quando ndo tratados, apresentam cetonduria,
alimentam-se mal e em aproximadamente 5 dias os sintomas neuroldgicos progridem para
letargia, apnéia intermitente e podem apresentar odor de xarope do bordo, semelhante a agucar
queimado na urina (Strauss e Morton, 2003). Ademais, criangas que sobrevivem a DXB
apresentam danos neuroldgicos varidveis, tais como, retardo mental e dificuldade na fala e

problemas psicomotores (Chuang et al., 2019).
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1.2.1 Historico

O primeiro relato de DXB na literatura foi descrito por Menkes et al., em 1954 no
Hospital Infantil de Boston, quando observaram uma doenga degenerativa cerebral em quatro
individuos de uma mesma familia. A manifestacdo dos primeiros sintomas se dava na primeira
semana de vida e apresentava desfecho fatal dentro de trés meses. Os principais sintomas eram:
edema cerebral, convulsdes, espasticidade e dificuldade respiratéria. Além disso, a urina
apresentou um odor de xarope do bordo, semelhante a agucar queimado ou caramelo, principal
caracteristica comum aos quatro pacientes no qual resultou no nome da doenca (Menkes et al.,
1954).

Por sua vez, Westall e colaboradores no ano de 1957 observaram altas
concentragdes dos AACR leucina, isoleucina e valina no plasma de outro paciente analisado
(Westall et al., 1957). Mas apenas na década de 60, o pesquisador Joseph Dancis observou a
principal causa bioquimica desta desordem genética, resultando na deficiéncia do complexo
enzimatico, responsavel pela descarboxilagdo dos a-cetoacidos de cadeia ramificada. Assim, a
causa do bloqueio enzimatico na DXB ocorre pelo insuficiente suprimento de uma enzima que
catalisa no processo de descarboxilacdo oxidativa, participando no processo de metabolismo
desses aminodcidos (Dancis et al., 1960). Dessa forma, Snyderman et al., em 1964, sugeriu
entdo o primeiro tratamento para a DXB, através de uma restricdo alimentar dos AACR

(Snyderman, 1967).

1.2.2 Aminoacidos de cadeia ramificada: metabolismo e regulaciao

Os AACR sao provenientes da dieta correspondendo cerca de 40% dos aminoacidos
essenciais e 35% indispensaveis para o tecido muscular em individuos normais (Frazier et al.,
2014; Sperringer et al., 2017). Eles apresentam como principal destino a manutencdo das
proteinas corporais e sintese de neurotransmissores a partir do fornecimento de nitrogénio
(Schadewaldt e Wendel, 1997). Além disso, os AACR sdo precursores da sintese de acidos
graxos e colesterol, bem como, substratos fundamentais para producdo de energia através da
via succinil-COA e acetoacetato (Chuang et al., 2019). Por sua vez, ndo podem ser sintetizados
pelo organismo (Harris et al., 2005).

Desse modo, esses AACR possuem participagdo direta e indiretamente em uma
variedade de tarefas bioquimicas fundamentais no cérebro, as quais englobam: sintese proteica,

producdo de ATP, producdo de neurotransmissores como serotonina € as catecolaminas, bem
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como na compartimentalizacdo de glutamato (Harris et al., 2005). Logo, as enzimas
responsaveis pela degradagdo desses aminodcidos sdo encontradas em diversos tecidos e
geralmente requerem o deslocamento dos metabdlitos para o catabolismo completo (Sperringer
etal., 2017).

O catabolismo dos AACR ¢ representado por trés etapas para a sua oxidagdo:
transaminacao, descarboxilacdo e esterificagdo. Dessa maneira, o metabolismo inicia-se com o
transporte destes aminoacidos para dentro das células por meio do sistema de transporte L,
localizado na membrana plasmatica celular (Barker e Ellory, 1990). No interior da célula,
ocorre a transaminacdo reversivel, a qual ¢ catalisada pela aminotransferase de cadeia
ramificada, apresentando duas isoformas: citosolica e mitocondrial. Dessa forma, ocorre a
producdo dos alfa-cetoacidos de cadeia ramificada, acido alfa-cetoisocaproico (CIC), alfa-ceto-
beta-metilvalérico (CMV) e 4cido alfa-cetoisovalérico (CIV) a partir da leucina, isoleucina e
valina, respectivamente. Em seguida, os alfa-cetodcidos de cadeia ramificada sdo transportados
por um transportador especifico para dentro da mitocondria, local em que ocorre a etapa de
descarboxilagdo oxidativa irreversivel. Esta reacdo ¢ responsavel pela formagdo dos seus
hidroxidcidos: acido alfa-hidroxi-isocapréico (HIC), acido alfa-hidroxi-isovalérico (HIV) e
acido alfa-hidroxi-B-metilvalérico (HMV) os quais serdo metabolizados por vias especificas.
Por fim, a terceira etapa ¢ fundamental para a desidrogenacao dos alfa-cetoacidos de cadeia
ramificada, por meio da acdo das desidrogenases acil-CoA especificas. Logo, os produtos deste
catabolismo sdo acetil-CoA e acetoacetado decorrentes da leucina. A isoleucina ¢ degradada
até acetil-CoA e succinil-CoA, assim como succinil-CoA ¢ produzido a partir da valina. Dessa
forma, observa-se que estes compostos entram no ciclo de Krebs e podem ser tanto cetogénicos
quanto glicogénicos (Burrage et al., 2014).

O complexo desidrogenase dos alfa-cetoacidos de cadeia ramificada ¢é responsavel
pela formacdo de complexos de desidrogenases de alfa-cetodcidos presentes na membrana
interna da mitocondria das células e pela descarboxilacdo dos AACR leucina, valina e
isoleucina (Yeaman, 1986; Reed e Hackert, 1990; Chuang et al., 2019). Além disso, o complexo
¢ regulado por duas enzimas regulatorias, uma quinase e outra fosfatase, responsaveis pela
fosforilagdo e desfosforilagdo do complexo, de modo que o defeito em um dos componentes
serda responsavel pelo acimulo de AACR em decorréncia da deficiéncia do complexo
desidrogenase dos alfa-cetoacidos de cadeia ramificada (Eisenstein et al., 1991; Chuang et al.,
2019).

A regulacdo do fluxo de a-cetoacido que sdo empregados na geracao de energia e a

irreversibilidade da via catabolica s3o atribuidas a atividade do complexo enzimatico
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desidrogenase dos alfa-cetoacidos, demonstrados na figura 1. Este complexo, identificado como
uma macromolécula, ¢ composto por trés componentes cataliticos: uma o-cetoacido
descarboxilase de cadeia ramificada heterotetramérica (a2p2), conhecida como E1 (12 cdpias);
uma dihidrolipoil transacilase (24 copias), também designada como E2; e uma
dihidrolipoamida desidrogenase homodimérica, referida como E3 (6 copias) (Reed e Hackert,
1990; Sperringer et al., 2017). Os componentes E1 e E2 sdo especificos para o complexo dos
a-cetoacidos desidrogenase de cadeia ramificada, enquanto a proteina E3 também integra os
complexos a-cetoglutarato e piruvato desidrogenase (Reed e Hackert, 1990).

Dessa forma, o componente E1 desempenha a catalisacdo da descarboxilagdo dos
a-cetoacidos, mediada pela tiamina pirofosfatase (Treacy et al., 1992; Peinemann e Danner,
1994; Chuang et al., 2019), reduzindo a molécula de lipoil que se conecta ao E2. A molécula
de lipoil reduzida e seu dominio sdo entdo utilizados para transferir o grupo acil do E1 para a
Coenzima A, aumentando, assim, a quantidade de acil-CoA. Por sua vez, o componente E3,
fortemente ligado ao Dinucleotideo de Adenina Flavina (FAD), realiza a reoxidacao do residuo
di-hidrolipoil do E2 com o Nicotinamida Adenina Dinucleotideo (NAD+), atuando como
ultimo aceptor de elétrons (Reed e Hackert, 1990; Chuang et al., 2019). Esse processo culmina
na produgdo de acil-CoA de cadeia ramificada, diéxido de carbono (CO;) e NADH (Danner et
al., 1979).

Acido o- Acido a-ceto-B- Acido
cetoisocaproico metilvalérico a-cetoisovalérico
1 Acido ] Acido = Acido
o-hidroxi 2-hidroxi- o-hidroxi
isocapréico 3-metilvalérico isovalérico
S s
| Complex¢ desidrogenase dos /owcitoécidos de cadeia ramificada I
7 N
Isovaleril-CoA a-metilbutiril- Isobutiril-CoA
CoA l
p-metilcrotonil- tiglil-CoA metilerilil-CoA
-CoA
acetil-CoA acetil-CoA
+ + Succinil-CoA
acetoacetato succinil-CoA

Figura 1 - Rota metabédlica dos aminoacidos de cadeia ramificada. leucina, isoleucina e valina, mostrando a

etapa em que a enzima ¢ deficiente nos pacientes com DXB. Adaptado de Scriver et al., 2001.
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O complexo CDCCR humano ¢ codificado por seis locus genéticos: Ela, E1p, E2,
E3, CDCCR quinase e CDCCR fosfatase. Com base na subunidade afetada do CDCCR, a DXB
¢ diferenciada em quatro grupos moleculares, que demonstram a heterogeneidade genética
(Chuang et al., 2006; Chuang et al., 2019). Entre os tipos, destaca-se: tipo la para as mutacdes
no gene BCKDHA (subunidade Ela); tipo Ip para as mutagdes encontradas no gene BCKDHB
(subunidade E1p), tipo II para mutacdes no gene DBT (subunidade E2) e tipo III para mutagdes
no gene DLD (subunidade E3) (Fisher et al., 1991; Nellis e Danner, 2001; Quental et al., 2008).

Atualmente, ja foram relatadas 259 mutacdes causadoras da DXB (Imtiaz et al.,2017).

1.2.3 Epidemiologia

A DXB ¢ considerada uma doenca genética rara, com incidéncia estimada de
1:185.000 nascidos vivos (Frazier et al., 2014; Chuang et al., 2019). Em americanos
caucasianos ¢ na Franca, a incidéncia ¢ de 1:290.000 nascimentos. Certas populacdes como
Menonitas da Pensilvania, Kentucky, Nova York, Indiana, Wisconsin, Michigan, lowa e
Missouri tem carregado uma maior frequéncia para a forma classica da DXB, chegando a
incidéncia de aproximadamente 1:380 nascidos vivos (Puffenberger, 2003; Chuang et al.,
2019). Além disso, outros trabalhos trazem uma incidéncia ainda mais alta relatada na Menonita
de até 1:176 nascimentos, com ancestrais Franco-canadenses e nos descendentes de judeus

Ashkenazi (Puffenberger, 2003).

1.2.4 Manifestacoes clinicas

Individuos afetados com DXB apresentam manifestagdes clinicas variadas as quais
dependem da atividade enzimatica e do tipo de mutacdo presente que caracterizam diferentes
fenotipos clinicos classificados em forma classica e variantes, dividindo-se em intermedidria,
intermitente, responsiva a tiamina e deficiéncia de lipoamida desidrogenase E3 (Tabela 1). Para
classificar o disturbio metabolico considera-se a idade de inicio dos sintomas bem como a
gravidade da doenga (Serra et al., 2010; Chuang et al., 2019). Os fen6tipos clinicos bem como

suas caracteristicas predominantes encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1 - Classificacido dos fenétipos da Doenca da Urina do Xarope do Bordo levando em

consideracdo as manifestagoes clinicas

Fenotipo clinico

Caracteristicas clinicas

Classica

Intermediaria

Intermitente

Responsiva a tiamina

Deficiéncia de E3

Inicio neonatal, recusa alimentar, hipoglicemia, letargia,

cetoacidose, desordens neuroldgicas, convulsdes, coma.

Crescimento alterado, desenvolvimento psicomotor e
fisico prejudicados, frequéncia diminuida de

cetoacidose.

Ataxia, cetoacidose por infeccdes ou estresse,

geralmente sem danos intelectuais.

Semelhante a forma intermediaria.

Desenvolvimento ~ neuropsicomotor  prejudicado,

deterioracdo progressiva, hipotonia, acidose lactea.

Fonte: Adaptado de Chuang e Shih, 2001.

O fenotipo classico consiste no mais comum e grave da doenca, representando cerca

de 80% dos casos de DXB. Succ¢do débil, letargia, perda de peso, recusa alimentar, alteragdes

neuroldgicas progressivas além do odor caracteristico da doenga presente na urina ou no

cerimen podem ser observadas em alguns pacientes. As primeiras manifestagdes clinicas

geralmente se iniciam entre o quarto e sétimo dia de vida do recém-nascido. Quando nao

tratados os sintomas apresentados pelos pacientes podem evoluir para edema cerebral,

convulsdes, coma e ¢bito (Chuang et al., 2006; Carakushansky, 2022). Nesta fase, o nimero de

AACR e de alfa-cetoacidos de cadeia ramificada com destaque aos niveis de leucina e CIC

estdo alterados sericamente. Tais niveis aumentados de leucina estdo relacionados diretamente

com a intensidade do odor na urina, sendo esse mais evidente em episoddios de descompensagao

metabolica (Chuang et al., 2019).

A forma intermediaria, por sua vez, ndo apresenta sintomas no periodo neonatal e

tem seu diagnostico por volta dos cinco meses a sete anos de vida. Embora os pacientes nao

apresentem quadros de descompensagao metabolicas presentes na forma classica, eles possuem

niveis elevados dos aminodcidos podendo apresentar distirbios alimentares e de crescimento,

atraso do desenvolvimento durante a infincia ou quadro de retardo mental progressivo e
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inespecifico. A atividade normal do complexo desidrogenase dos alfa-cetoacidos de cadeia
ramificada encontra-se entre 0% a 30% (Chuang et al., 2019).

Pacientes com a forma intermitente da doenca sdo diagnosticados de forma mais
tardia, podendo sofrer descompensagdo metabdlica em situacdes de estresse, quadro infeccioso
ou sobrecarga de proteinas provenientes da alimentacdo. A atividade normal do CDCCR situa-
se de 5% a 25% (Wendel e Ogier De Baulny, 2006; Chuang et al., 2019). Neste fenotipo, os
pacientes apresentam sintomas entre cinco meses a dois anos de idade e a ingestao de leucina
proveniente de uma dieta normal ¢ tolerada. Os niveis dos AACR e de seus respectivos acidos
organicos podem ser normais ou entdo apresentarem elevagdes significativas. Contudo, em
periodos de estresse fisiologico as caracteristicas clinicas e bioquimicas da forma classica sdo
apresentadas (Strauss et al., 2010).

Os pacientes na forma responsiva a tiamina ndo apresentam doenca neonatal aguda
e possuem um melhor quadro clinico, de modo que a atividade enzimatica fica entre 2% e 40%.
As manifestagdes clinicas mais comuns nesta fase sdo descompensacdo metabolica,
desenvolvimento fisico normal e acidose. Embora os niveis séricos de AACR sejam cinco vezes
maiores que os niveis normais, quando suplementados com doses entre 10 e 1000 mg/dia com
tiamina e dieta com restricdo proteica, os pacientes apresentam redu¢do para niveis normais
(Chuang et al., 2004).

A forma originada pela deficiéncia da subunidade E3 ¢ a mais rara, com apenas
vinte casos descritos na literatura. Semelhante a forma intermediéria os pacientes apresentam
sintomas manifestados tanto no periodo neonatal como de forma mais tardia, de forma que a
acidose latica ¢ a manifestagdo clinica mais grave (Chuang et al., 2019). Neste tipo de
manifestagdo ha a deficiéncia de trés enzimas desidrogenases no componente E3, sdo elas:
piruvato desidrogenase, desidrogenase do a-cetoglutarato desidrogenase e o CDCCR. Além
disso, ¢ caracterizada por elevacdes plasmaticas de lactato, piruvato e alanina (Strauss et al.,
1993; Chuang et al., 2019).

A atividade enzimatica residual ndo ¢ o uUnico fator que influencia na
expressividade da doencga, outros fatores como ingestdo de calorias, quantidade e qualidade
proteicas, frequéncia e gravidade das infeccdes, episodios de estresse fisiologico e fase de
crescimento em que o paciente se encontra nos quadros de descompensagao metabolica também

podem influenciar (Strauss et al., 2010; Chuang et al., 2019).
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1.2.5 Diagnostico

A principal forma de diagnosticar a DXB ¢ fundamentalmente laboratorial, onde
sdo dosadas as concentragdes urinarias e plasmaticas dos AACR leucina, isoleucina e valina
com seus respectivos alfa-cetoacidos por cromatografia gasosa acoplada ao espectrometro de
massa (CG-MS) (Wajner et al., 2001; Chuang et al., 2019) com maior énfase na leucina e
aloisoleucina, sendo este o mais sensivel e especifico marcador da doenga (Schadewaldt et al.,
1999; Piri-Moghadam et al., 2022). Além disso, os exames laboratoriais sdo realizados nas
seguintes situagdes: paciente com teste de triagem positivo para DXB, pacientes com
manifestagdes clinicas sugestivas de DXB ou que apresentam casos familiares para DXB
(Chuang et al., 2019).

Dessa forma, sdo realizados para a avaliagdo da DXB testes de triagem em recém-
nascidos. Os programas populacionais variam de acordo com cada pais em que questdes éticas,
cientificas, sociais e dados clinicos guiam a decis@o. A literatura mostra que programas de
triagem expandida baseada na populacdo de recém-nascidos tém melhorado significativamente
os resultados da saude para algumas pessoas com DXB, embora ainda existam pacientes que
nio se beneficiam da detec¢do precoce (Van Rijt et al., 2016). E necessario realizar os testes
nas primeiras 48 horas de vida, sendo que recém-nascidos criticamente doentes em 24 a 48
horas de vida deverdo seguir imediatamente ao tratamento (Harris-Haman et al., 2017).

Considerado um programa de grande importancia nacional no Brasil, o Programa
Nacional de Triagem Neonatal (PNTN) foi criado em 6 de junho de 2001 com intuito de
rastreamento populacional, tendo como principal objetivo identificar doengas e distirbios no
recém-nascido, em tempo oportuno, para interven¢do adequada e garantir tanto tratamento
quanto acompanhamento continuo aos pacientes com diagnostico positivo, a fim de melhorar a
qualidade de vida e reduzir a morbimortalidade. Essa triagem neonatal ¢ realizada a partir de
uma matriz bioldgica chamada “teste do pezinho”, responsavel por identificar precocemente
individuos com doencas endocrinoldgicas, genéticas, metabdlicas e enzimaticas, para que estes
possam ser tratados em tempo adequado, evitando assim as sequelas e até mesmo a morte
(Ministério Da Saude, 2002; Amancio et al., 2007; Mallmann et al., 2020). O PNTN ofertado
pelo Sistema Unico de Saude (SUS) tem em seu escopo seis doengas: Fenilcetonuria,
Hipotireoidismo Congénito, Doenga Falciforme e outras hemoglobinopatias, Fibrose Cistica,
Hiperplasia Adrenal Congénita e Deficiéncia de Biotinidase (Ministério Da Satde, 2002).
Dessa forma, a DXB ndo estava inserida no escopo do “teste do pezinho” no Brasil de modo

que apenas os casos suspeitos eram submetidos ao “teste do pezinho ampliado”, fornecido
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apenas por laboratorios privados (Herber et al., 2015). Assim, em 2021 foi sancionada a Lei
14.154/2021 que garante a ampliagdo do teste do pezinho, para até 53 doengas, sendo
implementada em 5 etapas, dessa forma, a DXB entra na segunda etapa de implementacdo por
ser uma aminoacidopatia (Brasil, 2021).

Sabe-se que a DXB ¢ causada por mutacdes patogénicas presentes em 4 genes que
codificam as trés subunidades do complexo mitocondrial DCACR. De acordo com os dados da
Human Gene Mutation Database, atualmente existem 259 mutacdes relacionadas a doenca
(Imtiaz, 2017). Sendo assim, pessoas identificadas com DXB necessitam ser testados para as
mutagdes genéticas envolvidas, através de testes genéticos moleculares, que incluem anélises
de sequéncia, variantes patogénicas e analises de delecdo/duplicacdo (Strauss, Puffenberger,
Morton, 2006).

Além disso, as atividades enzimadticas também podem ser medidas por meio de
exames complementares incluindo atividade enzimatica do complexo desidrogenase dos alfa-
cetoacidos de cadeia ramificada em linfocitos, fibroblastos da pele, bem como bidpsia hepatica,
auxiliando no diagnéstico da doenga (Strauss et al., 2006). E fundamental que o diagndstico
desta patologia seja feito precocemente, em virtude de os danos neurologicos estarem

relacionados ao tempo e ao periodo de exposicao aos metabolitos toxicos (Chace et al., 1995).

1.2.6 Tratamento

O manejo médico para a DXB tem como objetivo principal restabelecer a
homeostasia do metabolismo e evitar assim descompensagdes metabdlicas por meio de um
estado ndo catabolico. Vale ressaltar que a terapia deve iniciar em conjunto aos estudos
diagnosticos que confirmem a enfermidade e ndo esperar pelos resultados formais (Frazier et
al., 2014; Strauss et al., 2020). Logo, a principal forma de tratamento para a DXB ¢ por meio
de uma dieta restrita em proteinas, principalmente do aminoécido leucina, a fim de diminuir as
concentragdes de AACR e normalizar a toxicidade dos metabolitos acumulados de maneira que
ndo haja prejuizo no desenvolvimento e crescimento dos pacientes. A terapia nutricional deve
ser iniciada o mais cedo possivel, ainda nas primeiras semanas de vida e realizada conforme a
fase da doenca, baseando-se nos valores séricos dos aminodcidos do paciente (Blackburn et al.,
2017; Deon et al., 2023).

Na fase aguda e mais grave da doenca, o tratamento ¢ mais agressivo e pode ocorrer
de forma exogena por meio de hemofiltracdo e didlise ou através de dieta especifica para via

endogena em virtude do aumento das concentragdes dos AACR e de sua cetoacidos (Atwal et
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al., 2015; Blackburn et al., 2017). A ocorréncia de descompensacdo metabolica nesta fase ¢
alta, assim como episodios de febre, jejum prolongado ou estresse fisiologico decorrente de
infeccdoes em virtude da alta ingestdo proteica, foi desenvolvido para estes pacientes, uma
terapia realizada com nutri¢do enteral composta por AACR restritos em leucina, isoleucina e
valina combinados com glicose, lipideos e vitaminas a fim de melhorar quadros de
descompensacdo e nutrir de forma balanceada o paciente. Além disso, altas concentragdes de
glicose s3o ministradas a fim de aumentar a secrecdo de insulina e contribuir para a reducao
dos niveis de leucina e suprimir o catabolismo proteico (Frazier et al., 2014; Herber et al., 2015;
Blackburn et al., 2017; Strauss et al., 2020).

Por sua vez, na fase de manutengao, ¢ ofertado ao paciente uma férmula especifica
para a doenga isenta de AACR, constituida por outros aminoacidos, carboidratos, vitaminas,
minerais e oligoelementos a fim de prevenir danos neurologicos e morte (De Lonlay et al.,
2021). A terapia nutricional iniciada no periodo neonatal ¢ capaz de prevenir a evolugdo da
doenga e suas respectivas consequéncias e até mesmo reverter um quadro clinico (Amancio et
al., 2007; Frazier et al., 2014).

O plano alimentar deve ser calculado de forma individual e a partir dos niveis
séricos de AACR apresentado pelo paciente baseado na necessidade calorica diaria (Blackburn
et al., 2017). Desse modo, os valores das concentragdes séricas devem variar para a leucina
entre 100-300 pmol/L, isoleucina de 200-400 umol/L e valina 200-400 umol/L , sendo que
niveis plasmaticos considerados dentro da normalidade desses AACR, apos 2 a 3 horas da
ingestao de proteinas, sdo: 80-200 umol/L (1,0-2,6 mg/dl) para leucina, isoleucina entre 40-90
umol/L (0,5-1,2 mg/dl) e 200-425 pumol/L (2,3-5,0 mg/dl) para a valina (Wendel e Ogier De
Baulny, 20006).

No entanto, o excesso de restricdo dietética pode ocasionar um atraso no
crescimento e desenvolvimento global, anemia, imunodeficiéncia, desmielinizagdo e lesdes de
pele (Morton et al., 2002). Ademais, mesmo com uma dieta cuidadosamente monitorada,
doencas secundarias podem levar a crise metabolica e danos neuroldgicos. Dessa forma, um
tratamento alternativo para a DXB ¢ o transplante hepatico eletivo (Deon et al., 2023).

Nos casos mais graves da patologia, o transplante hepatico pode ser uma estratégia
utilizada como forma de tratamento com intuito de restaurar parte das fun¢des enzimaticas
destes pacientes de forma que possibilita ao paciente uma dieta livre (Strauss et al., 2020; Deon
et al., 2023). Isso ocorre pelo aumento em cerca de 10% a atividade do CDCCR sobre o
organismo, quantidade esta suficiente para manter o equilibrio dos aminoéacidos e aumentar a

tolerancia do paciente na ingestdo de proteinas. Algumas limitagdes sdo encontradas neste tipo



22

de tratamento para a DXB como: quantidade do 6rgdo insuficiente para transplante, riscos
cirargicos e uso de imunossupressores ao longo da vida (Deon et al., 2023).

Além disso, estratégias farmacoldgicas estdo sendo estudadas para possiveis formas
de tratamento da DXB, sendo elas fenilbutirato de sddio e carnitina, que ja& apresentam
resultados na clinica, melhorando os niveis de AACR e parametros de dano, respectivamente
(Brunetti-Pierri et al., 2011; Mescka et al., 2013; Mescka et al., 2015). Contudo, os estudos ¢
seus resultados sdo limitados para indicar terapias adjuvantes e se essas irdo alterar as
recomendacdes dietéticas. Esperam-se novas diretrizes para o tratamento em busca de melhorar

o prognostico desses pacientes (Strauss et al., 2020; Deon et al., 2023).

1.2.7 Fisiopatologia

Embora os mecanismos toxicos dos AACR ndo estejam bem claros, alguns estudos
mostram que, quando administrados, os AACR principalmente a leucina e seu alfa-cetoacido
CIC provocam sintomas neuroldgicos como encefalopatia aguda e edema cerebral grave,
enquanto a isoleucina relacionou-se com o aumento do odor de xarope do bordo na urina e a
valina ndo apresentou efeitos significativos (Chuang et al., 2019). Além disso, a toxicidade
destes metabolitos pode reduzir a produgdo do principal neurotransmissor inibitoério do SNC, o
acido gama aminobutirico (GABA), de forma que ocorre uma perda significativa de receptores
pos-sinapticos em um modelo de DXB (Dodd et al., 1992). Dessa forma, a elevacdo de leucina
e CIC no espago extracelular pode alterar a concentragdo no SNC de aminoacidos como
triptofano, valina, metionina, tirosina, isoleucina, fenilalanina e glutamina transportados pelo
sistema L (Smith et al., 1987; Aratjo et al., 2001). Como consequéncia, pode acontecer
alteracdo da biossintese de alguns neurotransmissores como a serotonina e catecolaminas
(Yuwiler e Geller, 1965; Gibson e Blass, 1976; Huang et al., 1996; Zielke et al., 1996; Aratjo
et al., 2001; Amaral e Wajner, 2022).

Além disso, por ter absor¢do através da barreira hematoencefalica de forma mais
rapida quando comparada a outros aminoacidos, a leucina possui funcdo essencial no
suprimento do glutamato, principal neurotransmissor excitatério do SNC, pelo ciclo leucina-
glutamato de modo que o excesso de CIC leva a redugdo em média de 50% de glutamato
intracelular (Dodd et al., 1992; Yudkoff et al., 2005; Zinnanti et al., 2009). Desse modo, estudos
apontam que os alfa-cetodcidos de cadeia ramificada podem inibir a captacdo nas fendas
sinapticas de glutamato de forma similar a pacientes em descompensacdo metabodlica (Reis et

al., 2000; Tavares et al., 2000; Amaral e Wajner, 2022).
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1.3 RADICAIS LIVRES E DEFESAS ANTIOXIDANTES

Os radicais livres caracterizam-se por estruturas quimicas que apresentam um
elétron desemparelhado, ou seja, aquele que ocupa um orbital atdmico ou molecular
isoladamente, o que os torna muito instdveis e com grande capacidade de combinar-se de
maneira inespecifica com diversas moléculas integrantes da estrutura celular (Halliwell, 2006;
Halliwell e Gutteridge, 2015). Dessa forma, os radicais livres sdo formados tanto de forma
endogena como subprodutos do metabolismo aerdbico, quanto por fatores externos como dieta
inadequada, abuso alcool e tabagismo, uso de quimioterdpicos e demais drogas, polui¢ao
atmosférica dentre outros (Ames et al., 1993; Halliwell, 1994; Droge, 2002).

Ja o termo espécies reativas de oxigénio (ERO), esté relacionado ndo s6 aos radicais
formados pela reducao do oxigénio (superoxido- O3) e hidroxila (OH), mas também a alguns
ndo radicais derivados do oxigénio, como o peroxido de hidrogénio (H20:) e o oxigénio singlete
("O2). Além disso, existem também as espécies reativas de nitrogénio (RNS) que sdo
representadas pelo 6xido nitrico (NO) e peroxinitrito (ONOO) (Halliwell e Gutteridge, 2015).
Tanto as ERO quanto as RNS, em baixas quantidades sdo fundamentais em muitos processos
bioquimicos tais como a comunicagdo intracelular, apoptose, defesa contra agentes infecciosos
dentre outros. Contudo, quando produzidos em excesso ou quando ocorre uma deficiéncia na
sua remo¢ao, pode ocasionar um estado pré-oxidante que corrobora para ocorréncia de lesdes
oxidativas em estruturas celulares como lipidios, proteinas e DNA. Desse modo, os radicais
livres podem contribuir para a lipoperoxidag¢do, promover a oxidagdo proteica levando a sua
inativa¢do e podem também reagir com DNA e RNA provocando mutagdes ou distirbios de
transcri¢gdo (Halliwell, 1996; Delanty e Dichter, 1998; Halliwell e Gutteridge, 2015).

Por sua vez, as defesas antioxidantes sdo substancias exdgenas ou enddgenas que
possuem fung¢do de reduzir a formacao de radicais livres ou inativar os mesmos. A fim de evitar
o dano celular causado pela presenca desses radicais, o organismo € responsavel por possuir
defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas (Bonnefoy et al., 2002). As primeiras
podem ser exemplificadas por sistemas enzimaticos como superdxido dismutase (SOD),
responsavel por catalisar a dismutagdo do anion superoxido a H>O; pela enzima catalase (CAT)
que realiza a decomposic¢ao direta do H>O> formando agua e oxigénio, e pela enzima glutationa
peroxidase (GPx) responsavel por catalisar a decomposi¢ao de peroxidos por meio da oxidacao
da glutationa reduzida (GSH) formando a glutationa oxidada (GSSG) (Halliwell, 1996;
Halliwell e Gutteridge, 2015). J& as defesas antioxidantes ndo enzimaticas incluem a

melatonina, a coenzima Q, a glutationa e os estrogenos, que atuam de diferentes maneiras
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combatendo diretamente os radicais livres, tornando-os menos reativos ou levando a producao
de outros antioxidantes. Além disso, alguns antioxidantes podem ser obtidos por meio da
alimentacdo tais como as vitaminas A, C e E assim como os polifenois (Bonnefoy et al., 2002;
Salvador e Henriques, 2004; Halliwell e Gutteridge, 2015).

Sendo assim, sabe-se que nos organismos saudaveis existe um equilibrio entre a
producdo de espécies reativas e as defesas antioxidantes, de forma que as defesas controlam as
quantidades de espécies reativas deixando-as exercer seu papel dentro do metabolismo.
Entretanto, quadros patolégicos podem causar a quebra desse equilibrio, seja pelo aumento de
radicais livres ou pela diminui¢cdo de antioxidantes ou até mesmo pela combinagdo de ambos,
o que resulta no que se conhece por estresse oxidativo (EOX) (Halliwell, 1996; Halliwell e

Gutteridge, 2015).

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO E DXB

A expressdo EOX relaciona-se ao desequilibrio entre a capacidade antioxidante e
as espécies reativas formadas (pro-oxidante) o que pode favorecer em dano oxidativo a
componentes celulares (Halliwell e Gutteridge, 2015). Dependendo do tipo celular e da
severidade do EOX, pode-se citar como principais consequéncias: oxidacao de proteinas, lesdes
ao DNA e RNA, morte celular e lipoperoxidagdo da membrana (Halliwell e Chirico, 1993;
Halliwell e Gutteridge, 2015).

Estudos mostram que embora todos os tecidos humanos sejam suscetiveis ao dano
oxidativo, o cérebro parece ser especialmente sensivel a este dano. Uma explicacdo para isso
seria em decorréncia do alto consumo de oxigénio utilizado pelo tecido cerebral, além de que
as membranas neuronais possuem alta quantidade de lipidios poliinsaturados que sdo muito
suscetiveis a lipoperoxidacdo. Por sua vez, a auto oxidacdo de neurotransmissores, como a
noradrenalina e dopamina, produz espécies reativas, a qual pode ser acelerada pela presenca de
ferro que ¢ amplamente distribuido no cérebro. Além disso, sabe-se que o tecido cerebral
apresenta também um baixo nivel de defesas antioxidantes (Halliwell e Chirico, 1993;
Halliwell, 2006; Halliwell e Gutteridge, 2015).

Recentemente, tem-se demonstrado a relagdo do EOX atuando em vérios EIM pela
producdo excessiva de radicais livres e pela redugdo de antioxidantes (Wajner et al., 2004; Sitta
et al., 2014; Amaral e Wajner, 2022). No caso da DXB, estudos em animais demonstraram que
os AACR (leucina, isoleucina e valina) bem como seus alfa-cetodcidos estimulam a

lipoperoxidagcdo em homogeneizado de cérebro de ratos (Bridi et al., 2005). Além disso, a



25

literatura aponta que a leucina e o 4cido alfa-cetoisocapréico reduzem a capacidade do cérebro
em modular o dano associado ao aumento de espécies reativas e que antioxidantes como a
vitamina C e E, SOD e glutationa reduzida podem atenuar a lipoperoxidagdo aumentada pela
leucina (Bridi et al., 2003; Bridi et al., 2005; Barschak et al., 2008). Ademais, algumas
estratégias terapéuticas tem se mostrado eficientes na melhora de EOX em modelos animais,
como uso de melatonina (Wessler et al., 2020; Duarte et al., 2023), memantina (Lemos et al.,
2023), nanoparticulas com fenilbutirato (Mescka et al., 2021), além da L-carnitina que ja ¢

utilizada na pratica clinica (Mescka et al., 2013; Mescka et al., 2015; Mescka et al., 2016).

1.5 ACHADOS NEUROLOGICOS E COMPORTAMENTALIS

E sabido que mecanismos de neurotoxicidade sdo responsiveis por sequelas
neurologicas observadas em pacientes acometidos com DXB. Esses mecanismos podem ser
caracterizados por: privacdo de energia, desregulagdo osmotica, alteracdes nas concentragdes
do glutamato, GABA e aspartato no cérebro (Amaral e Wajner, 2022). Além da reducao da
absorc¢ao de aminodcidos essenciais no tecido cerebral (Wajner et al., 2000), apoptose de células
neurais (Vilela et al., 2017) e EOX (Barschak et al., 2008; Sitta et al., 2014). Também, aumento
da atividade da acetilcolinesterase (Scaini, De Rochi, et al., 2012) no cérebro, além de
alteracdes dos niveis de neurotrofina (Scaini et al., 2017) e da neurotransmissao
excitatdria/inibitoria através do SNC (Araujo et al., 2001; Amaral e Wajner, 2022).

Observa-se também através de estudos que os elevados niveis de AACR e seus
respectivos a-cetoacidos estdo relacionados ao aparecimento de alteracdes comportamentais
observadas em pacientes afetados pela DXB (Muelly et al., 2013; Walterfang et al., 2013). As
deficiéncias na aprendizagem, memoria e comportamento resultam, pelo menos em parte, de
modifica¢des na fun¢do do sistema colinérgico (Scaini, De Rochi, et al., 2012; Scaini et al.,
2014). Além disso, individuos com DXB apresentam elevados riscos de enfrentar problemas

como depressdo e ansiedade (Muelly et al., 2013).

1.6 SISTEMA COLINERGICO

O sistema colinérgico desempenha um papel crucial em diversas fungdes do
organismo, influenciando a aprendizagem, memoria e organizacdo cortical do movimento
(Mesulam et al., 2002). Este sistema ¢ composto por neurdnios responsaveis pela produgdo e

liberagcdo do neurotransmissor acetilcolina (ACh) (Alloway, 2001).
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A ACh esta amplamente distribuida no SNC e desempenha fungdes essenciais em
processos de transmissdo sinaptica, neuromodulagdo e plasticidade neuronal (Zhang et al.,
2016). Além disso, esta envolvida nos circuitos neurais que controlam o sono, aprendizado e
memoria, exercendo sua influéncia também no sistema nervoso periférico (Rauca et al., 1980;
Picciotto et al., 2012).

Sendo assim, a sintese da ACh ocorre no citosol dos neuronios, derivando da acetil
coenzima-A (acetil-CoA) e colina. Enquanto a acetil-CoA ¢ produzida na mitocondria, a colina
¢ obtida da fenda sinaptica, atravessando a membrana do terminal axdnico por meio de um
transporte ativo especifico. A colina acetiltransferase (ChAT) catalisa essa combinagdo. Apds
a sintese, a ACh ¢ armazenada em vesiculas sindpticas até que ocorra um estimulo para sua
liberagdo (Prado et al., 2002; Araujo et al., 2016). Sob estimulo, a despolarizagdo da membrana
pré-sinaptica ocorre, aumentando a condutancia do calcio e facilitando a entrada da ACh no
axonio (Prado et al., 2002; Prado et al., 2017). A liberagdo da ACh na fenda sinéptica permite
sua difusdo no espago extracelular ou sua degrada¢do a colina e 4cido acético pelas
acetilcolinesterases (AChE) e butirilcolinesterases (BChE). Isso possibilita que o neur6énio
colinérgico retorne ao estado de repouso apos a ativacdo (Araujo et al., 2016; Goulart et al.,
2020).

E importante ressaltar que uma parte significativa da colina resultante é captada
pelo terminal do axo6nio colinérgico por meio de um transportador de colina (CHT), sendo
reutilizada na sintese de nova ACh (Mesulam et al., 2002). Além disso, na DXB ¢ descrito
alteracao nos niveis de ACh pela diminui¢do da ChAT e aumento da AChE, estando associados
ao aparecimento de danos a memoria, dessa forma, sendo estudadas estratégias a fim de
melhorar essas alteracdes (Scaini, De Rochi, et al., 2012; Wessler et al., 2019; Lemos et al.,
2023). Dessa forma, visto a relagdo entre a alteracdo nos niveis de ACh, aumento estresse
oxidativo e inflamagdo na DXB, estudos vem buscando entender a relagdo de algumas
moléculas de importancia terapéutica, sendo a vitamina D uma das moléculas de interesse, visto
seu papel na melhora dos pardmetros anteriormente citados (Rodrigues et al., 2019; Sepidarkish

et al., 2019; Rastegar-Moghaddam et al., 2022).
1.7 VITAMINAD
A vitamina D faz parte de um grupo de pro-hormonios lipossoluveis que podem ser

obtidos pelo corpo por meio da pele através da exposi¢do a luz solar bem como pela absor¢ao

intestinal de fontes alimentares e suplementos (Bikle, 2014). Dessa forma, esta vitamina possui
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duas formas: a vitamina D2 ou ergocalciferol, de origem vegetal sendo produzida por plantas
como cogumelos expostos a raios UV e vitamina D3 ou colecalciferol, que pode ser sintetizado
na pele através da radiacdo ultravioleta — fonte principal — ou ingerido através da dieta por meio
de peixes com alto teor de gordura, gema de ovo e 6leo de peixe — fonte secundaria (Feldman
et al., 2018). Quando originaria da dieta, a vitamina D ¢ absorvida no intestino delgado, sendo
assimilada pelos quilomicrons. Posteriormente, ela ¢ transportada para o figado. A partir desse
ponto, o metabolismo ¢ andlogo ao da vitamina D sintetizada na pele (Premaor e Furlanetto,
2006).

As duas formas sdo biologicamente inertes e sdo convertidas para a sua forma ativa
através de duas reagdes de hidroxilagdo enzimatica: a primeira etapa ocorre no figado, formando
a 25-hidroxivitamina D [25(OH)D], pela enzima 25-hidroxilase, enquanto a segunda etapa
ocorre no rim, mediada pela la-hidroxilase, produzindo a 1,25-dihidroxivitamina D

[1,25(OH)2D] ou calcitriol, a forma biologicamente ativa da vitamina D como demonstrado na

figura 2 (Garcion et al., 2002; Bikle, 2014).
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Figura 2 -Sintese e metabolismo da vitamina D (Adaptado de Conrado, Miranda-Filho e Bandeira, 2010.

Uma das principais atribui¢des da 1,25(OH)2 D ¢ assegurar niveis apropriados de

calcio e fosforo, tanto no sangue quanto extracelular, para sustentar diversas fungdes
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metabolicas como absor¢dao de calcio, fosfato, bem como atuando na fungdo imune e na
prevencao de cancer (Chesney, 2012). Para alcangar esse objetivo, a 1,25(OH)2 D envolve a
coordenacdo de varios Orgdos, incluindo as suprarrenais, intestinos, rins e paratireoides
(Premaor e Furlanetto, 2006). Sua responsabilidade engloba a facilitagdo da absor¢ao intestinal
de célcio e fosforo, a mobiliza¢dao do célcio a partir do osso em colaboragdo com o hormonio
da paratireoide, e o aumento da reten¢do renal de calcio, desempenhando assim um papel crucial
na regulacdo do metabolismo dsseo (Hossein-Nezhad e Holick, 2013).

Além disso, por ser considerada um horménio esteroide a vitamina D possui capacidade
de ultrapassar a barreira hematoencefalica (Dursun et al., 2011; Landel et al., 2016). Dessa
forma, a vitamina D exerce fungdes bioldgicas em outros locais, como o SNC (Dursun et al.,
2011; Annweiler, 2016). Existem receptores de vitamina D (VDR) em neurdnios e nas células
da glia (Annweiler, 2016), especialmente nas regides ligadas a cogni¢do, como hipocampo,
hipotdlamo e cortex (Annweiler et al., 2015). A vitamina D ¢ capaz de regular a expressdo de
proteinas estruturais, fatores neurotroéficos e neurotransmissores deficientes em doencas
neurodegenerativas, como acetilcolina, dopamina, serotonina e GABA (Mpandzou et al., 2016).
Também esta relacionada com diminui¢do da inflamagdo relacionada a senescéncia natural, ao
controle da homeostase de célcio intraneuronal, além de apresentar caracteristicas
neuroprotetoras antioxidantes (Annweiler, 2016).

Evidéncias sugerem ainda que a hipovitaminose D pode estar correlacionada ao
surgimento da depressdo e de outras desordens como autismo e transtorno do déficit de atencao
com hiperatividade (TDAH). Assim, a deficiéncia desta vitamina pode aumentar as taxas do
transtorno depressivo de 8 a 14%, ao passo que niveis adequados diminuem as chances do
desenvolvimento dessa patologia (Libuda et al., 2019; Porto et al., 2019). Devido a variedade
de locais nos quais seus receptores podem ser identificados, a insuficiéncia dessa substancia
também esta ligada a condi¢des autoimunes, como diabetes melito tipo 1, esclerose multipla,
doenga inflamatoéria intestinal, lapus eritematoso sistémico e artrite reumatoide (Marques et al.,
2010; Mitri et al., 2011). Além disso, hd uma associagdo recente com diversos tipos de cancer
e até mesmo com hipertensdo arterial sistémica. Para alguns estudiosos, ela ¢ considerada um
fator de risco abrangente (Peters et al., 2009).

Desse modo, sabe-se que a vitamina D pode contribuir no controle e produgdo de
serotonina, neurotransmissor esse diminuido em pacientes depressivos. Assim, estudos
demonstram que niveis diminuidos dessa vitamina estdo associados ha diminuicao da producao

da serotonina (Berridge, 2017; Barbosa, 2020). Além disso, a literatura aponta a existéncia da
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relagdo direta entre a deficiéncia de vitamina D e o surgimento de depressdo em qualquer faixa

etaria (Libuda et al., 2019; Porto et al., 2019).

1.8 JUSTIFICATIVA

Estudos demonstram que, tanto em pacientes quanto em modelos animais, a DXB,
culmina com danos neurologicos graves, principalmente na aprendizagem e cogni¢cdo no
cérebro. Esses danos, que acometem tais pacientes, ocorrem por competicdo e/ou acimulo
cerebral de AACR, diminui¢ao do metabolismo energético, EOX e alteragcdes comportamentais.
Além disso, evidéncias sugerem ainda que a restrigdo dietética leva a redug¢do nas defesas
antioxidantes, alterando parametros de EOX. A vitamina D por sua vez exerce funcdes
biologicas em locais como o SNC, regulando fatores neurotréficos e neurotransmissores e
apresentando caracteristicas antioxidantes. Visto isso, o presente estudo buscou avaliar o efeito
neuroprotetor da vitamina D sobre o comportamento, avaliagdo do sistema colinérgico e EOX
em ratos submetidos a um modelo de DXB. Com resultados obtidos neste projeto, pretende-se
auxiliar no manejo das terapias de pacientes com a doenca, visto que os pacientes acometidos
possuem danos neuroldgicos graves, sendo a suplementagdo vitaminica uma tentativa de
melhorar a qualidade de vida e diminuir os danos ocasionados pela doenca, além de melhor

compreender a fisiopatologia da doenca.
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2  OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito neuroprotetor da vitamina D sobre pardmetros comportamentais e

neuroquimicos em um modelo animal da DXB.

2.2 OBIJETIVOS ESPECIFICOS

- Avaliar o efeito da vitamina D na habitua¢do ao campo aberto em ratos Wistar
submetidos a um modelo da DXB.

- Estudar os efeitos da vitamina D na memoria de reconhecimento de objetos em
ratos Wistar submetidos a um modelo da DXB.

- Avaliar a atividade do sistema colinérgico por meio da atividade das enzimas
AChE e ChAT em ratos Wistar submetidos a um modelo da DXB.

- Analisar os efeitos da vitamina D sobre parametros de EOX por meio das analises
do conteudo de sulfidrilas, oxidagdao de DCFH, niveis de TBARS ¢ dano ao DNA em ratos
Wistar submetidos a um modelo da DXB.

- Avaliar os efeitos da vitamina D sobre a atividade enzimatica da SOD e CAT em

ratos Wistar submetidos a um modelo da DXB.
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3 METODOLOGIA

3.1 ANIMAIS

Foram utilizados 64 ratos Wistar machos de 7 dias de vida. Os animais foram
acondicionados com as maes até o desmame no 21° dia. Apos isso, os animais foram
acondicionados nas caixas de acordo com a ninhada, sob ciclo claro e escuro de 12 horas (7:00
as 19:00h), o ambiente foi mantido a temperatura constante e didria de 23 + 1°C, com exaustao
de ar. As caixas dos animais eram trocadas semanalmente, além disso, os animais tiveram
alimentagdo e dgua a vontade.

Dessa forma, o estudo foi realizado seguindo as recomendagdes internacionais para
o cuidado e o uso de animais do Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
(CONCEA). O experimento foi aprovado pelo Comité de Etica para o Uso de Animais (CEUA)
da Universidade Do Extremo Sul Catarinense sob o protocolo 61/2021 (ANEXO).

3.2 MODELO ANIMAL

Para este trabalho foram utilizados ratos expostos ao modelo de DXB, conforme
descrito por Bridi et al. (2006), onde os ratos Wistar machos receberam um pool/ de AACR
contendo leucina (190 mmol/L), isoleucina (59 mmol/L) e valina (69 mmol/L) ou salina 0,9%
via subcutanea e 6leo de soja ou vitamina D (100Ul/kg) via gavagem. Todas as administragdes
foram feitas por 21 dias, duas vezes ao dia (12 em 12 horas). Além disso, optou-se por
padronizar o modelo com animais do sexo masculino para que ndo houvesse necessidade de

controle do ciclo hormonal dos animais.

3.3 DESENHO EXPERIMENTAL

O tamanho amostral deste trabalho (64 animais) foi baseado em dados da literatura.
Os grupos experimentais seguem abaixo:
— Grupo 1 (n = 16): Controle (Salina (0,9%) — via subcutanea e 6leo de soja via
gavagem).
— Grupo 2 (n = 16): DXB (Pool de AACR (15,8 uL/g) - via subcutanea e 6leo de

soja via gavagem).
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— Grupo 3 (n=16): Vitamina D (Salina (0,9%) — via subcutanea e vitamina D D3
(100 Ul/kg de peso corporal) via gavagem).

— Grupo 4 (n = 16): DXB + Vitamina D (Pool de AACR (15,8 uL/g) - via
subcutaneo + vitamina D3 (100 Ul/kg de peso corporal) via gavagem).

Como mostra a figura 03, o inicio do experimento ocorreu quando os animais
completaram 7 dias de idade, sendo entdo iniciado o tratamento com solucdo salina ou AACR
e 6leo de soja ou vitamina D. Apos 12 horas da tltima administragdo (21° dia), os animais foram
submetidos aos testes comportamentais de habituagdo ao campo aberto e de reconhecimento de
objeto novos. Em seguida, sofreram eutanasia por guilhotina e foi realizada a dissecacdo do

cortex cerebral e retirada de sangue para posteriores analises bioquimicas.

Animais com 7 dias de vida
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(0,9%) via SC e 6leo de (15,8ul/g) viaSC e 6leo de = (0,9%) via SC e vitaminaD = AACR (15,8ul/g) via SC vitamina
soja via gavagem soja via gavagem (100 UI/kg) via gavagem D (100 Ul/kg) via gavagem
&
N/

21 dias de indugao do modelo e tratamento com vitaminaD —»

Testes comportamentais
e andlise bioquimica

Figura 3 - Modelo experimental. Fonte: Autor, 2024

O numero de animais deste experimento foi de 16 animais por grupo, ja que, para
realizar os testes comportamentais de campo aberto e reconhecimento de objeto foram
utilizados 10 animais por grupo. Para as analises de sistema colinérgico por meio da atividade
da AChE e ChAT foram utilizados 8 animais por grupo, sendo os outros 8 animais por grupo
utilizados para EOX por meio das andlises do contetdo de sulfidrilas, oxidagdo de DCFH,
niveis de TBA-RS, atividades enzimaticas da SOD e CAT. Além disso, foi retirado sangue
periférico para avaliacdo do dano ao DNA por meio do ensaio cometa alcalino.

Vale ressaltar que os animais expostos aos testes comportamentais foram utilizados
nos testes bioquimicos, pois ndo foi realizado nenhum teste que potencialmente poderia

interferir nas analises bioquimicas.
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3.4 TESTES COMPORTAMENTAIS

3.4.1 Habituag¢io ao campo aberto

Foi realizado em uma caixa de 40 x 60 cm delimitado por 4 paredes com 50 cm de
altura, sendo 3 de madeira e uma de vidro transparente. O piso do campo aberto ¢ dividido em
12 quadrados iguais marcados por linhas pretas. Os animais foram cuidadosamente colocados
no quadrado do canto posterior esquerdo do aparelho, a partir do qual exploram livremente o
ambiente por 5 minutos. O numero de crossings (frequéncia com que os ratos cruzaram uma
das linhas com as quatro patas) e de rearings (frequéncia com que os ratos ficam sobre as patas

traseiras) foi contado (Figura 4) (Brown et al., 1999).

Figura 4 - Representagdo dos crossings e rearings no teste comportamental habituagdo ao campo aberto. Fonte:

Autor, 2024.

3.4.2 Memoria de reconhecimento de objetos

A tarefa de reconhecimento de objetos ocorreu no open field. Todos os animais
foram submetidos a uma sessdo de habitua¢cao onde exploram livremente o aparato por 5 min.
Nao foram colocados objetos na caixa durante o ensaio de habituacdo. Vinte e quatro horas
apos a habituacdo, os animais foram recolocados no aparato, no qual dois objetos idénticos
(objetos Al e A2, ambos cubos) foram posicionados em dois cantos adjacentes, a 10 cm das
paredes, onde o animal explorou por 5 min. No teste de memoria de reconhecimento de curta
duracdo, 1h e 30 min apos o treino, os animais foram colocados novamente no aparato e
exploraram durante 5 min na presenca de um objeto familiar (A) e um outro objeto novo (B,
um retangulo). No teste de memoria de reconhecimento de longo prazo, 24 horas ap6s o treino,
os animais foram recolocados no aparato e exploraram durante 5 min na presenca de um objeto

familiar (A) e um novo objeto (C, uma piramide). Todos os objetos possuem texturas
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semelhantes (lisas), cores (azul) e tamanhos (peso 150-200 g), mas formas distintas. Um indice
de reconhecimento foi calculado para cada animal durante as sessdes de teste. A relacdo TB/
(TA + TB) (TA = tempo gasto explorando o objeto familiar A, TB = tempo gasto explorando o
novo objeto B) e a relagdo TC/ (TA + TC) (TA = tempo gasto explorando o objeto familiar A;
TC = tempo gasto explorando o novo objeto C). Entre os ensaios, os objetos foram lavados com
solugdo de etanol a 10%. A exploracdo foi definida como “sniffing” (explorando o objeto 3-5
cm de distancia dele) ou tocando o objeto com o nariz e/ou as patas dianteiras (Figura 5)

(Barichello et al., 2007).

Figura 5 - Representagdo da memoria de reconhecimento de objetos. Fonte: Autor, 2024.

3.5 DETERMINACAO DE PROTEINAS

Foi realizado pelo método modificado de Lowry e colaboradores (1951), utilizando-
se albumina bovina como padrao. O principio do método ¢ baseado na reducdo do reagente
Folin-Ciocalteau na presenca do catalisador cobre (II) quando reage com as proteinas de uma
amostra. Dessa forma, as amostras foram homogeneizadas na propor¢do 1:10, em tampao
fosfato de s6dio 20 mM + KCI 140 mM pH 7,4. Para posterior centrifuga¢do a 3500 rpm por
10 minutos a 4 °C. Para a curva padrao foi utilizada albumina bovina 1 mg/mL, 1 mL de reativo
C formado pela mistura dos reagentes A, B1 e B2 (100:1:1) e dgua. Para as amostras foi
utilizado volume de 10 uL, 1 mL de reativo C e 190 uL de dgua. Apds pipetar todos os reagentes,
foi misturado utilizando voértex, e incubado por 10 min a temperatura ambiente. Logo ap06s, foi
adicionado no escuro 100 uL do reagente Folin-Ciocalteau 1N em todas as amostras e na curva,
agitado no vortex e incubado novamente por 20 min no escuro a temperatura ambiente. Apos
incubagdo foi colocado 300uL. em placa de 96 pogos para realizacdo da leitura no spectramax

a 650 nm. Os valores estdo expressos em mg.
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3.6 PARAMETROS DE ESTRESSE OXIDATIVO:

3.6.1 Dosagem do conteudo de sulfidrilas

Foi determinado o contetido de sulfidrilas de acordo com Aksenov e Markesbery
(2001), sendo o principio do método baseado na reducdo do reagente de cor DTNB por tiois,
gerando o 4anion 2-nitro-5-tiobenzoato (TNB2-). Dessa forma, as amostras foram
homogeneizadas na propor¢do 1:10, em tampao fosfato de sddio 20 mM + KCI1 140 mM pH
7,4. Para posterior centrifugacdo a 3500 rpm por 10 minutos a 4°C. Em uma placa de Elisa, foi
preparado o branco para cada amostra, bem como, um branco reagente. Foi pipetado 12 pL de
amostra e 238 uLL de Tampao PBS com EDTA 1 M no branco amostra, 242,9 pL. Tampao PBS
com EDTA 1 M e 7,1 pL no branco reagente, serd utilizado 12 uL. de amostra, 230,9 pL de
Tampao PBS com EDTA 1 M e 7,1 uL de DTNB, para a determinagdo dos contetudos das
sulfidrilas. Apos pipetar o DTNB, deixa-se a placa em temperatura ambiente, protegida da luz,
por 30 minutos. Apds os 30 minutos ocorre a leitura em espectrofotdometro a 412 nm. Os

resultados foram expressos em nmols de TNB/mg de proteina (Aksenov e Markesbery, 2001).

3.6.2 Medida da oxidacao de 2°,7’-Diclorofluoresceina (DCFH)

A producdo de espécies reativas foi determinada de acordo com método de LeBel
et al. (1992). Dessa forma, amostras foram previamente homogeneizadas, adicionando
diacetato do DCF, sendo as aliquotas incubadas durante 30 minutos a 37 °C. No meio
intracelular, esterases clivam o grupamento acetato do DCFH-DA, gerando a forma reduzida
DCFH. Dessa forma, espécies reativas de oxigénio realizam a oxida¢do de dois elétrons de
DCFH, produzindo o produto fluorescente 2°,7’-diclofluoresceina (DCF). A fluorescéncia foi
determinada utilizando comprimentos de onda de 488nm (excitagcdo) e 525 nm (emissdo), sendo
a curva de calibracdo realizada utilizando-se DCF padrao (0-10 uM). Os resultados foram

expressos como pmol de DCF.mg de proteina (Lebel et al., 1992).

3.6.3 Medida dos niveis de substincias reativas ao acido tiobarbitirico (TBARS)

Para analisar os niveis de TBA-RS, as amostras foram homogeneizadas na

propor¢ao 1:10, em tampao fosfato de sodio 20 mM + KCI 140 mM pH 7,4. Seguiu-se com a
centrifugacdo do homogenato a 3500 rpm por 10 minutos a 4°C. Sera pipetado 100 pL de
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amostra, acrescentando-se 200 pL de TCA 10% e 300 de TBA 0,67% em cada tubo do tipo
eppendorf. Posteriormente, foram tampados os mesmos com papel aluminio e foram levados a
banho-maria fervente por duas horas. Apos esse periodo, deixa-se esfriar as amostras e entao
adiciona-se 400 pL de butanol. Em seguida, passa-se cada tubo do tipo eppendorf em vortex
por exatos 20 segundos, seguidos de centrifugacdo a 5000 rpm por 3 minutos. Pipeta-se a fase
superior, de cor rosa, em cubetas para realizar a leitura em fluorimetro, com medidas excitacao
em 515 nm e emissdo 553 nm. A curva de calibracao foi feita com concentracao de 0 a 6
nmol/m, utiliza-se solu¢do B, tampao de homogeneiza¢do, TCA 10% e TBA 0,67%. Os
resultados foram expressos como nmol de equivalentes de malondialdeido.mg de proteina

(Esterbauer e Cheeseman, 1990).

3.6.4 Atividade da superoxido dismutase (SOD)

Foram homogeneizadas as amostras na propor¢ao 1:10, em tampao fosfato de sddio
20 mM + KCl 140 mM pH 7.,4. Para serem centrifugadas a 3500 rpm por 10 minutos a 4 °C, foi
armazenado o sobrenadante. Em uma placa de Elisa, pipeta-se 190 puL de tampao glicina e 5 pL.
de catalase no branco; 5 pL de amostra, 185 pL de tampao glicina e 5 pL de catalase para a
primeira amostra; 10 pL de amostra, 180 pL de tampao glicina e 5 pL de catalase para a segunda
amostra; 15 uL de amostra, 175 pLL de tampao glicina e 5 puL de catalase para a terceira amostra,
sendo assim, realizada uma leitura em triplicada de cada amostra. Em seguida foi realizada a
leitura pontual em espectrofotometro a 480 nm. Apos isso foi pipetado 5 pL de adrenalina em
todos os pogos. Posteriormente, foi realizado uma nova leitura em espectrofotometro a 412 nm
durante 20 minutos, com leitura de 40 em 40 segundos. A atividade da enzima expressa foi

expressa em U/mg de proteina (Bannister e Calabrese, 1987).

3.6.5 Atividade da catalase (CAT)

A atividade da catalase (CAT) foi determinada de acordo com Aebi (1984). Os
contetidos cerebrais serdo homogeneizados na propor¢do 1:10, em no tampao fosfato de sodio
20 mM + KCI 140 mM pH 7,4. Em seguida, foi realizada a centrifugacdo a 3500 rpm por 10
minutos a 4°C, e coletou-se o sobrenadante. Zerou-se o equipamento com 620 pL. de branco.
Em seguida, foi pipetado 50 pL de amostra e 5 uL de triton 10% em tubos do tipo eppendorf.
Foi agitado os tubos em vortex, deixando-os em gelo por 15 minutos para liberagdo da catalase.

Posteriormente, pipeta-se 20 pL. de amostra em cubetas de quartzo e 600 puL do meio, a leitura
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foi feita por espectrofotometro a 240 nm durante 3 minutos de 30 em 30 segundos. A atividade

da CAT foi expressa em U/mg de proteina (Aebi, 1984).

3.7 ENSAIO COMETA ALCALINO

O ensaio cometa foi realizado em ratos sob condic¢des alcalinas, conforme descrito
por Collins et al. (2023). O sangue foi coletado e colocado em microtubos heparinizados e
refrigerados. As células do sangue (aliquotas de 5 puL) foram embebidas em agarose de baixo
ponto de fusdo (0.75%, w/v, 115 pL ou 110 pL, respectivamente). A mistura foi adicionada a
uma lamina de microscopio pré-coberta com agarose de fusdo normal (1,5%) em dois pontos
(50 pL em cada ponto), coberta posteriormente com duas laminulas (1 em cada ponto), e levada
entdo a geladeira por aproximadamente 5 minutos a 4C para solidificagdo. Logo apos, as
laminulas foram cuidadosamente retiradas e imersas em tampao de lise (2,5M NaCl, 100mM
EDTA e 10mM Tris, pH 10,0-10,5, com adi¢ao na hora do uso de 1% de Triton X — 100 e 10%
de DMSO) a 4°C por um periodo minimo de 1 hora e méximo de 1 semana. As laminas foram
incubadas em solucdo alcalina (NaOH 300mM e EDTA 1mM, pH>13) por 20 minutos para
desdobramento do DNA, seguido de eletroforese a ~ 1 V/cm por aproximadamente 20 minutos.
Todas estas etapas foram realizadas sob luz indireta fraca amarela. Posteriormente as 1dminas
foram neutralizadas com 0,4M Tris (pH 7,5) e, ao final, o DNA sera corado com SYBR Gold
(1:10.000) (Invitrogen, EUA) para posterior analise. Para avaliagdo dos danos, as 1aminas foram
visualizadas em microscopio de fluorescéncia com ampliacdo de 200x utilizando o programa
Comet Assay IV (Perceptive Instruments, UK), onde foram avaliadas 100 células/animal. As
células foram classificadas de forma automaética quanto as proporg¢des do tail lenght (consiste
na distdncia do meio do nucleo até o final da cauda em pum) e tail moment (tail length x
intensidade da fluorescéncia da cauda), através do Tail Intensity (%). Foram utilizados controles
negativos e positivos para cada teste de eletroforese a fim de assegurar a confiabilidade do

procedimento. Todas as laminas foram codificadas para andlise as cegas (Collins et al., 2023).

3.8 AVALIACAO DO SISTEMA COLINERGICO

3.8.1 Avaliacio da atividade da AChE

A atividade da enzima AChE foi determinada através do ensaio colorimétrico. As

amostras foram lavadas e ressuspendidas em solugdo salina tamponada (PBS) (pH 7,4), sendo
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o extrato total de proteina incubado com tampao fosfato (pH 7,4) e 10 mM de acido 5,5’-ditiobis
(2-nitrobenzoéico) (DTNB) por cinco minutos. A essa preparacdo, foi adicionado 8 mM de
acetiltiocolina, sendo a absorbancia lida em 412 nm durante 5 minutos. Assim, a atividade
enzimatica foi medida através da reacdo de grupamentos tidis, liberados da degradagdo de
acetiltiocolina, com DTNB, sendo os resultados expressos como pmol/min/mg de proteina

(Ellman, 1958).

3.8.2 Avaliacao da atividade da ChAT

A atividade da enzima ChAT foi determinada apresentando algumas modificagdes.
Neste protocolo, as amostras foram incubadas com o tampdo de reacdo (PBS pH 7,2;
acetilcoenzima A 6,2 mM; cloreto de colina 1 M, sulfato de neostigmina 0,76 mM; NaCl 3 M;
EDTA 1,1 mM). A essa mistura foi adicionado 1 mM de 4,4’-ditiodipiridina (4-PDS), sendo a
absorbancia lida durante 20 minutos a 324 nm, em um leitor de microplaca SpectraMax®
Microplate Reader (Molecular Devices®). A medida da atividade enzimética ocorreu por meio
da formag¢do do conjugado de Coenzima A com 4-TP. Os resultados obtidos foram expressos
em nmol/min/pg de proteina, calculado por meio do coeficiente de extingdo molar 1,98 x 104

(Chao e Wolfgram, 1973).

3.9 ANALISE ESTATISTICA

Os dados comportamentais foram analisados pelo teste T para amostras pareadas e
estdo expressos como mediana e erro padrdo da média, considerando * p < 0,05 comparado ao
treino, sendo utilizado o software Statistical Package for the Social Science (SPSS) 21.0. As
andlises neuroquimicas foram analisadas por meio da anélise de variancia de duas vias ANOVA
seguido de teste de Tukey como post hoc, sendo os dados estdao expressos como média + desvio
padrao, considerando p < 0,05 como significativo. Para a construcao dos graficos deste estudo,

foi utilizado o software GraphPad Prism, versao 9.1.1
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4 RESULTADOS

No presente trabalho, inicialmente analisou-se os niveis de defesa antioxidante por
meio da atividade enzimatica de SOD e CAT, enzimas chave no processo de remo¢ao do anion
superoxido. Dessa forma, os resultados demonstram os efeitos da vitamina D sobre o modelo
animal DXB. A partir dos resultados, na figura 6A pode-se observar um aumento da atividade
da SOD no grupo vitamina D salina (p < 0,0001) e no grupo DXB controle (p = 0,0159)
comparado ao grupo controle salina. Ainda, pode-se observar a aumento DXB + vitamina D
comparado ao grupo controle salina (p < 0,0001) e ao grupo DXB controle (p = 0,0027). Ja em
relacdo a atividade de CAT demonstrada na figura 6B, percebeu-se diminui¢do no grupo

vitamina D salina (p < 0,0001) e DXB controle (p = 0,0019) quando comparado ao grupo salina

controle.
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Figura 6 - Efeitos da suplementacio de vitamina D sobre sistema antioxidante em um modelo animal de
DXB. A) Atividade da SOD. B) Atividade da CAT. Dados expressos como média + desvio padro, considerando
*p < 0,05 e **p < 0,001como significativo, sendo * e ** comparados ao grupo salina controle e # comparado ao

grupo DXB controle . Dados analisados por ANOVA de duas vias, seguido do teste de Tukey como Post hoc.

O proximo passo do estudo foi avaliar o efeito da administracao de vitamina D em
um modelo animal de DXB sobre os pardmetros de danos oxidativos. Na figura 7A, os
resultados apontaram um aumento de DCFH nos grupos vitamina D salina (p < 0,0001), DXB
controle (p = 0,0176) e DXB + vitamina D (p < 0,0001) quando comparados ao grupo salina
controle. Ainda, aumento no grupo DXB + vitamina D (p = 0,0082) quando comparado ao

grupo DXB controle. No conteudo de sulfidrilas, apresentado na figura 7B, pode-se observar a
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diminui¢do do conteudo no grupo DXB controle (p = 0,0374) quando comparado ao grupo
salina controle. Ademais, a suplementacdo de vitamina D foi capaz de reestabelecer o conteudo
de sulfidrilas no grupo DXB + vitamina D (p = 0,0475) quando comparado ao grupo DXB
controle. Por fim, na figura 7C ¢ possivel observar aumento dos niveis de TBARS no grupo

DXB controle (p = 0,0285) quando comparado ao grupo salina controle.
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Figura 7 - Efeitos da suplementac¢io de vitamina D sobre dano oxidativo em um modelo animal de DXB. A)
Oxida¢ao de DCFH. B) Contetido de sulfidrilas. C) Niveis de TBARS. Dados expressos como média =+ desvio
padrao, considerando *p < 0,05 e **p < (0,001 como significativo, sendo * e ** comparados ao grupo salina controle
e # comparado ao grupo DXB controle . Dados analisados por ANOVA de duas vias, seguido do teste de Tukey

como Post hoc.

Ainda, foi realizado o ensaio cometa, a fim de avaliar danos ao DNA. Na figura 8§,
¢ possivel observar o aumento na intensidade da cauda no grupo DXB controle (p = 0,0003)
quando comparado ao grupo salina controle. Ademais, o tratamento com vitamina D, foi capaz
de reverter o dano ocasionado pela administragdo dos AACR no grupo DXB + vitamina D (p =

0,0001).
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Figura 8 - Efeitos da suplementaciio de vitamina D sobre ensaio cometa em um modelo animal de DXB.
Dados expressos como média + desvio padrao, considerando *p < 0,05 como significativo, sendo * comparados
ao grupo salina controle e # comparado ao grupo DXB controle. Dados analisados por ANOVA de duas vias,

seguido do teste de Tukey como Post hoc.

Quanto a avaliacdo do sistema colinérgico, na figura 9A observa-se redugdo da
atividade enzimatica ChAT tanto no grupo vitamina D salina (p <0,0001) quanto nos grupos
DXB controle (p <0,0001) e DXB-Vitamina D (p <0,0001) quando comparados ao grupo salina
controle. Com relacdo a atividade da enzimatica da AChE ¢ possivel observar na figura 9B o
aumento nos grupos vitamina D (p = 0,0295) salina e DXB controle (p = 0,0055) quando
comparados ao grupo salina controle. Em adi¢do, a suplementacdo de vitamina D reverteu esse
aumento no grupo DXB + vitamina D (p = 0,0027) quando comparado ao grupo DXB controle.
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*p < 0,05 e **p < 0,001como significativo, sendo * e ** comparados ao grupo salina controle e # comparado ao

grupo DXB controle. Dados analisados por ANOVA de duas vias, seguido do teste de Tukey como Post hoc.
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A figura 10 apresenta os resultados obtidos pelo comportamento de habituagdo ao
campo aberto, os resultados apontam que o nimero de cruzamentos (crossings) e de
levantamentos (rearings) nao foi estatisticamente significativo em nenhum dos grupos

analisados, indicando que os animais ndo apresentam alteracdes locomotoras ou exploratdrias,

respectivamente.
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Figura 10 - Efeitos da suplementagdo de vitamina D sobre comportamento de habituacio ao campo aberto
em um modelo animal de DXB. Os dados estio expressos como média e erro padrao da média, as diferengas

foram analisadas pelo teste T, considerando significativo quando p < 0,05.

A figura 11 demonstra os efeitos da vitamina D sobre o teste comportamental de
reconhecimentos de objetos novos. Observa-se aumento significativo no indice de
reconhecimento da memoria de curto prazo (STM) (p = 0,005) e longo prazo (LTM) (p = 0,048)
em relagdo ao treino no grupo salina controle, indicando preservagdo da memoria nesses
animais. Ainda, ¢ possivel observar que os grupos vitamina D salina, DXB controle e DXB +
vitamina D ndo apresentaram diferengas em STM e LTM, indicando danos a memoria de curto

e longo prazo desses animais.
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Figura 11 - Efeitos da suplementacio de vitamina D sobre comportamento de reconhecimento de objetos
em um modelo animal de DXB. Os dados estdo expressos como média e erro padrao da média, as diferengas

foram analisadas pelo teste T, considerando significativo quando p < 0,05.
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5 DISCUSSAO

Estudos demonstram que pacientes com DXB apresentam aumento de danos a
biomoléculas, bem como, alteracdo de defesas antioxidantes, sendo considerado o parte da
fisiopatologia dessa doenga (Sitta et al., 2014). Nesse sentido, Mescka e colaboradores
demonstram que pacientes com DXB apresentam aumento dos niveis de malondealdeido
(MDA), indicando peroxidagdo lipidica, relacionados a danos em membranas celulares.
Demonstram também, aumento do dano a proteinas por meio da andlise de carbonilas, que
ocorre para avaliar a introducdo de carbonilas em residuos de aminoécidos, levando a alteragao
de proteinas, podendo comprometer sua fun¢do celular. Ainda, apresentam danos ao DNA,
sendo considerado esse um marcador importante visto que o0 DNA fica no nucleo da célula e
possui papel fundamental para homeostase e mantimento das fungdes celulares. Por fim,
demonstram diminui¢do de defesas antioxidantes totais, responsaveis por estabilizar as espécies
reativas derivadas desses processos de oxidagdo a lipidios e proteinas, por exemplo (Mescka et
al., 2013; Guerreiro et al., 2015; Hauschild et al., 2019).

Uma vez que esses parametros sdo afetados na doenca, ¢ observado que a
administracdo de AACR foi capaz de alterar parametros de EOX no cortex cerebral de ratos, os
resultados demonstram aumento na oxidagdo de DCFH e niveis de TBARS, assim como,
diminui¢do do contetido de sulfidrilas no grupo DXB controle quando comparado ao grupo
salina controle. Ainda, o tratamento com vitamina D foi capaz de aumentar a oxida¢ao de DCFH
nos grupos salina vitamina D e DXB vitamina D quando comparados ao grupo salina controle
e o ultimo, também comparado ao grupo DXB controle. No contetdo de sulfidrilas, o
tratamento com vitamina D foi capaz de reverter o dano a proteinas, ademais, ndo foram
observadas mudancas significativas nos niveis de TBARS. No ensaio cometa realizado no
sangue periférico total, foi observado aumento da intensidade da cauda do cometa no grupo
DXB controle quando comparado ao grupo salina controle, ainda, no grupo tratado com
vitamina D ¢ visto a reversao do dano ao DNA ocasionado pelo acumulo dos AACR no modelo.
Ainda, foram analisadas as atividades de SOD e CAT a fim de obter dados sobre defesa
antioxidante. Na atividade da SOD foi observado aumento nos grupos salina vitamina D, DXB
controle e DXB vitamina D comparados ao grupo salina controle, sendo o Gltimo grupo também
aumentado em relagcdo ao grupo DXB controle. Na CAT foi observada diminui¢do no grupo
salina vitamina D e diminui¢do no grupo DXB controle comparados ao grupo salina controle.

Colaborando com os achados do presente estudo, modelos animais de DXB,

apresentam aumento de dano oxidativo. Dessa forma, Mescka e colaboradores, utilizando o
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mesmo modelo utilizado pelo estudo, demonstram aumento dos niveis de TBARS, na oxida¢ao
de sulfidrilas e no contetido de carbonilas, além da diminuicdo da CAT e da glutationa
peroxidase, indicando danos a lipidios, proteinas e defesas antioxidantes, respectivamente. A
mesma autora ainda, além dos dados ja apresentados, demonstra aumento na oxidagdo de
DCFH, indicando aumento na producdo de EROs e ERNs, além da diminui¢do de outros
marcadores antioxidantes como niveis de glutationa (GSH) e da glicose-6-fosfato
desidrogenase, que participam do ciclo das glutationas a fim de estabilizar moléculas reativas
(Mesckaetal., 2011; Mescka et al., 2016). Ainda, no modelo animal utilizado, estudos apontam
que o acimulo de AACR leva a danos a proteinas, lipidios e maiores formacgdes de EROs e
ERNSs, além da alteragdo na atividade de enzimas antioxidantes. Ainda, o uso de moléculas
como memantina e melatonina foi capaz de melhorar esses danos a biomoléculas (Wessler et
al., 2020; Duarte et al., 2023; Lemos et al., 2023). Em adi¢do, Taschetto e colaboradores
apresentam dados quanto a toxicidade do CIC, derivado da leucina no cortex cerebral de ratos,
nos quais, ¢ visto o aumento dos niveis de MDA, conteudo de carbonilas e dano ao DNA por
meio do ensaio cometa (Taschetto et al., 2017). Demonstrando entdo que o EOX ¢ um fator
importante na fisiopatologia da DXB e sendo essa uma ferramenta para que se possa trabalhar
o uso de estratégias que visem a melhora desses pardmetros, como o realizado com o uso da
vitamina D.

Dessa forma, a vitamina D ¢ um hormonio esteroide que teve seus estudos iniciais
relacionados com a regulacdo do metabolismo de célcio, mas pesquisas seguintes apontaram
sua acdo sobre modulacdo e transcrigdo de diversos genes, estando relacionados ao
desenvolvimento cerebral como diferenciagao e proliferagdo celular, fungdo imunologica, além
de atuar na plasticidade sinaptica, onde sua diminui¢do estd associada ao aparecimento de
doengas neurodegenerativas (Bivona et al., 2019; Detopoulou et al., 2023). Além disso, ainda
¢ observado que a vitamina D estd relacionada a alteragdo de neurotransmissores, podendo
indiretamente influenciar sua produgdo (Macova et al., 2017).

Nesse sentido, um estudo com vitamina D usando animais de 7 dias de vida mostra
que a associacdo de vitamina D (0,05 ug/kg) e N-acetilcisteina (NAC) (25 mg/kg) em
administracdo unica, foi capaz de restaurar respostas antioxidantes por meio da analise da GSH
e diminuir neuroinflamacdo por mediar a regulacdo dos niveis de glutamato em animais
submetidos a um modelo de hipoxia (Adams et al., 2021). No estudo, Adams e colaboradores
relacionaram esses dados com a rapida dispersdo de vitamina D nos tecidos e de as proteinas
de ligacdo que mantem a concentra¢do de vitamina D estarem reduzidas em neonatos com a

doenca. Ainda, ndo foram conduzidos estudos utilizando somente a vitamina D ou NAC
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sozinhos. No entanto, embora os resultados encontrados pelo estudo sejam positivos, €
necessario observar que o estudo utilizou associa¢do entre NAC e vitamina D. Ademais, os
pesquisadores ndo observaram aumento da concentragdo plasmadtica de vitamina D apoés
administracdo, podendo, os efeitos estarem mais relacionados ao NAC do que necessariamente
a acdo da vitamina D, ou ainda, devido a um efeito sinérgico de ambos. Vale ressaltar que ja
foram realizados estudos em ratos submetidos a um modelo de DXB e o tratamento com NAC
e deferoxamina levou a melhora de pardmetros comportamentais relacionados a memoria e
anedonia, sendo esse feito relacionado a capacidade antioxidante do NAC, diminuindo EOX
principalmente as EROs (Scaini, Teodorak, et al., 2012).

AlJohri e colaboradores utilizaram diferentes doses de vit. D e observaram que a
dose de 0.25 pg/ml foi a concentragdo capaz aumentar a viabilidade celular, diminuir os niveis
de MDA, aumentar a sintese de GSH e diminuir CAT em um estudo utilizando cortex cerebral
de ratos de 7 dias para cultivo celular e andlise dos parametros citados. Os pesquisadores
sugerem que essa diminuicao da CAT esta relacionada a atividade antioxidante da vitamina.D.
No entanto, doses maiores que 0.25 pg/ml foram associadas com toxicidade e morte celular
(Aljohri et al., 2019). Ainda Chen et al, mostra em ratos neonatos com 7 dias de vida que a
administracdo de vit. D (0,5 ug/kg/dia) foi capaz de inibir a expressdo de mediadores
inflamatorios relacionados a resposta imune inata como receptores tipo 7oll-like-4 (TLR-4) e a
ativacdo do fator nuclear kappa-B (NF-kB), em pulmdo de ratos induzidos a modelo de
hiperdxia. Dessa forma, o estudo aponta que a vitamina D pode modular negativamente a
sinalizacdo de TLR4/NF-kB, diminuindo a inflamagdo por inibir a formacao de proteinas pro-
inflamatorias podendo estar relacionada ao EOX, prevenindo o dano induzido pela hipdxia
(Chen et al., 2015).

Em contraponto, outros estudos com ratos de diferentes idades demonstram as
acoes da vitamina D sobre EOX. Assim, Rodrigues e colaboradores demonstram que ratos
Wistar machos com 90 dias submetidos a um modelo de deméncia esporadica induzida por
streptozotocina (STZ) e tratados via gavagem com vitamina D nas doses de 12,5, 42 ¢ 125 ug/kg
durante 21 dias apresentam diminui¢do do dano a proteinas. No entanto, as doses de 12,5 e 42
ug/kg aumentaram os niveis do TBARS, sendo apenas diminuido na dose mais alta utilizada no
estudo, esse resultado também foi observado nos niveis de GSH e na quantidade total de
grupamento tiol. Embora esse resultado esteja de acordo com o que foi encontrado no presente
estudo, os autores nao discutem os motivos pelos quais a vitamina D apresenta essa divergéncia

com relagdo a dose-efeito (Rodrigues et al., 2019).
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Ainda, Mokhtari-Zaer ¢ colaboradores, em um modelo de neuroinflamagao usando
lipopolissacarideo (LPS) em ratos Wistar machos de 8 semanas, demonstram que o uso de
vitamina D foi capaz de diminuir os niveis de MDA, aumentar o contetido de tidis e a atividade
de SOD e CAT, estando relacionados a diminui¢ao da interleucina-6 no hipocampo, resultando
na melhora do dano cognitivo nos animais. Vale ressaltar que o artigo utilizou 3 doses de
vitamina D, sendo 100, 1000 e 10000 Ul/kg (Mokhtari-Zaer et al., 2020). Esses resultados estao
de acordo com parte dos achados do presente estudo, uma vez que foi observado que na dose
de 100 Ul/kg, os animais ndo apresentaram diferengas na atividade da CAT, bem como
apresentam melhora cognitiva nos testes comportamentais e aumento do grupo tiol, relacionado
a diminui¢do do dano a proteinas. No entanto, ndo foram encontrados os mesmos resultados
para o MDA e atividade da SOD, podendo estar relacionados a diferenca de idade dos animais,
estrutura estudada e ao modelo experimental. Isso porque os animais do estudo receberam a
vitamina D por via oral duas semanas antes da administracdo de LPS, atuando como pré-
tratamento e uma semana durante a administragdo de LPS, totalizando 3 semanas de tratamento.
Embora seja mesmo tempo, o modelo de tratamento foi diferente, podendo ou ndo estar
relacionado a divergéncia nos resultados (Mokhtari-Zaer et al., 2020). Farhangi e
colaboradores, em um estudo usando ratos Wistar em um modelo de obesidade, tratados com
vitamina D 500 Ul/kg/dia durante 5 semanas demonstram que o tratamento ndo alterou
significativamente citocinas inflamatorias e nem a atividade da CAT, aumentou a atividade da
SOD, e ndo apresentou diferencas quanto aos niveis de MDA. Estando de acordo com os
resultados obtidos, onde foi observado aumento na atividade da SOD, sem alterar CAT, ainda,
ndo exercendo efeitos sobre dano a lipidios, analisado pelos niveis de TBARS. No entanto,
embora esses dados corroborem com os achados do presente estudo, os autores ndo discutem
os mecanismos pelos quais isso ocorre, concluindo que mais estudos sdo necessarios para que
se chegue ao entendimento do mecanismo dos resultados encontrados (Farhangi et al., 2017).

Em adigdo, Cetinkalp e colaboradores mostram que animais submetidos a um
modelo de diabetes mellitus (DM) tipo I induzido por STZ e tratados com vitamina D3 via
intraperitoneal na dose de 0.5 png/kg, apresentam diminui¢ao da incidéncia de DM relacionado
a diminuicao de citocinas pro-inflamatodrias. Ainda, com relacdo a SOD, foi observado aumento
na segunda semana nos grupos onde foi realizada a administra¢do da vitamina D, possuindo
aumento mais expressivo no grupo vitamina D sozinho tanto na SOD quanto na CAT. No
entanto, na atividade da CAT nao foi observado diferenca no grupo com doenga tratado com
vitamina D. Os autores sugerem que esse aumento pode estar relacionados a maior formagao

de radicais livres, ainda, ao final de 6 semanas de tratamento com vitamina D, os animais
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apresentaram diminuicao da atividade de ambas as enzimas, sendo explicado pela redugdo do
dano celular (Cetinkalp et al., 2009). Esses dados estdo de acordo com os dados obtidos, uma
vez que apresentam aumento da atividade da SOD, podendo estar relacionado esse aumento
pelo aumento da produgdo de espécies reativas, avaliadas pelo aumento de DCFH. No entanto,
Cetinkalp mostra que ap6s 6 semanas de tratamento, os niveis de SOD diminuem relacionados
a reducdo do dano celular. No entanto, com o protocolo de 21 dias utilizado no presente
trabalho, ndo ¢ possivel observar se o tempo levaria a alteracdo na atividade dessa enzima.
Podendo ser ainda observado que o estudo ndo demonstrou alterag¢do na atividade da CAT. No
entanto, vale lembrar que sdo protocolos com tempo, via de administra¢do e utilizando doses
diferentes.

Além disso, em um modelo de doenga renal aguda em ratos Wistar de 8-10 semanas
de idade, tratados com vitamina D 1000UI/kg/dia durante 2 semanas houve reversdo do dano
ao DNA, usando marcador 8-hidroxi-2'-desoxiguanosina, diminui¢do no nivel da glutationa
peroxidase, diminui¢do dos niveis de MDA e de 6xido nitrico. Estando parcialmente de acordo
com os resultados obtidos pelo trabalho, onde a vitamina D foi capaz de reverter o dano ao
DNA. Os autores apontam que o efeito da vitamina D estd relacionado a modulacdo da
expressao génica de fator nuclear kappa beta (NF-kB) e do fator nuclear 2 (Nrf2), uma vez que
a vitamina D evita a degradacdo do inibidor de NF-«B o I kB. Ainda, sugerem que a acao
antioxidante da vitamina D, depende principalmente da atividade de seu receptor VDR, onde
baixos niveis estdo relacionados ao agravamento do dano oxidativo no modelo e o aumento de
seus niveis estdo associados a melhora do dano ao DNA e da inibicdo de NF-kB. Com relacao
ao Nrf2, os autores mostram que esse fator esta relacionado com a regulacao de genes protetores
envolvidos em acdo antioxidante e anti-inflamatoria, principalmente associado a um elemento
de resposta antioxidante (ARE), dessa forma, a sinalizagdo de Nrf2/ARE regula enzimas como
CAT, SOD, glutationa peroxidase e glutationa S-transferase (Mohammed et al., 2019).

Assim, € possivel sugerir que a vitamina D atua no sistema antioxidante por
aumento da atividade enzimatica da SOD e GSH, a fim de estabilizar os radicais livres,
justificando os achados do presente estudo, onde o aumento da SOD esta relacionado a uma
maior produ¢do de ERO e ERN, ainda pela vitamina D estimular a atividade da SOD. Também,
¢ possivel inferir que a diminui¢do da CAT no grupo salina vitamina D, pode estar relacionada
a acdo das glutationas. Neste ponto, o perdxido de hidrogénio, ao invés de ser oxidado pela
catalase, ¢ desviado para sofrer acdo da GSH, uma vez que estudos mostram que a vitamina D
possui papel importante na formagdo bem como na regeneragdo das enzimas envolvidas no

ciclo das glutationas (Jain e Micinski, 2013; Sepidarkish et al., 2019). Entretanto, embora os
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dados apontem alteragdes no EOX, os estudos com vitamina D neste sentido demonstram
divergéncias quanto ao seu efeito e dose/protocolo utilizados. Juntos, esses estudos demonstram
que ainda que existam dados na literatura sobre uso de vitamina D sobre pardmetros de EOX,
esses dados sdo inconsistentes, podendo esses fatores estarem relacionados aos resultados
encontrados.

Em adicdo, diversos estudos apresentam alteragdes no estado redox levando ao
aparecimento de alteragdes comportamentais, principalmente sobre memoria e aprendizado
(Scaini et al., 2014; Wessler et al., 2019; Lemos et al., 2023). Parametros de memoria ¢
aprendizado normalmente estdo associados a acdo de neurotransmissores, principalmente ao
glutamato que ¢ o principal neurotransmissor excitatdrio do cérebro, e a acetilcolina, envolvida
no processo de transmissdo sindptica, plasticidade, processamento de novas informagoes,
aten¢do e memoria (Rauca et al., 1980). Dessa forma, estudos demonstram que alteragdes na
neurotransmissdo colinérgica podem comprometer memoria, bem como, estar relacionada ao
aparecimento de alteracdes comportamentais (Rosat et al., 1992; Winek et al., 2021). No
presente estudo, foi observado diminui¢@o da atividade da ChAT nos grupos vitamina D salina,
DXB controle ¢ DXB vitamina D quando comparados ao grupo controle salina, bem como,
aumento da atividade da AChE nos grupos vitamina D salina e DXB controle quando
comparados ao grupo salina controle. Além disso, no grupo DXB vitamina D foi observado
diminui¢do na atividade da AChE quando comparado ao grupo DXB controle.

Assim, corroborando com os achados do estudo, Lemos e colaboradores
demonstram que a administragdo de AACR gera diminuicdo da sintese e aumento da
degradacdo da acetilcolina.; Ainda, os animais apresentam alteracdes no EOX e inflamagao
podendo estar relacionados ao aparecimento de alteragcdes no sistema colinérgico, levando a
disfungdes na memoria de animais. No estudo, foi utilizado o tratamento com memantina, sendo
capaz de melhorar os parametros avaliados, devido ao farmaco ser um antagonista de receptores
de N-metil-D-aspartato, os autores sugerem que essa melhora pode estar envolvida com a
sinalizacdo de calcio, bem como um efeito sinérgico entre o bloqueio desses receptores e a
melhora do sistema colinérgico (Lemos et al., 2023). Em adi¢@o, Scaini e colaboradores,
demonstram em seu estudo que ratos Wistar submetidos a um modelo de DXB, apresentam
aumento da atividade da AChE no cortex, hipocampo, estriado e soro apds administragdo aguda
e cronica de AACR. Ainda, revelam que a administracdo aguda dos AACR leva a diminui¢ao
da expressao da AChE no hipocampo e aumento da expressdo de AChE no cortex. Os autores
explicam essas divergéncias no hipocampo podem ocorrer por feedback negativo e que o

aumento da expressao no cortex esta diretamente ligado aos niveis da ACh (Scaini, De Rochi,
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et al.,, 2012). Ainda, Wessler e colaboradores em peixes-zebra submetidos a altas doses de
leucina, demonstraram alterag@o no sistema colinérgico, com aumento da atividade da AChE e
diminui¢do da ChAT, relacionados ao aparecimento de um comportamento tipo ansioso
(Wessler et al., 2019). Dessa forma, ¢ visto que alteragdes no sistema colinérgico fazem parte
da fisiopatologia da DXB, podendo estar relacionados ao aparecimento de alteracdes
comportamentais.

Nesse sentido, Rastegar-Moghaddam e colaboradores mostram que ratos Wistar de
21 dias induzidos a um modelo de hipotireoidismo apresentam aumento dos niveis de MDA,
além da diminui¢do da SOD e de grupamento tiol no hipocampo e cortex estando relacionados
ao aumento da atividade da AChE, levando a disfun¢do cognitiva e consequentemente, danos a
memoria. Assim, a administracdo de vitamina D nesse modelo, foi capaz de diminuir MDA e
aumentar a atividade da SOD e grupamento tiol, diminuir a atividade da AChE, melhorando a
memoria e aprendizado dos animais. Os pesquisadores sugerem que esses achados estdo
relacionados ao efeito protetor da vitamina D sobre memdria e aprendizado devido a prevencao
do dano oxidativo (Rastegar-Moghaddam et al., 2022). De acordo com os resultados
encontrados, Alrefaie e Alhayani em seu estudo utilizando ratos Wistar machos em um modelo
de DM, demonstram que a suplementacdo de vitamina D na dose de 500 UI/Kg/dia é capaz de
melhorar a transmissdo colinérgica no cortex pré-frontal, reestabelecendo a atividade da ChAT
e AChE, melhorando o dano cognitivo apresentado pelo modelo. Ainda, o tratamento com
vitamina D ndo foi capaz de alterar o tempo de exploragdo total dos animais, mas foi capaz de
aumentar o indice de discriminacdo entre o objeto novo e familiar. No artigo, os autores
relacionam essa melhora no indice de descriminacdo com o reestabelecimento da atividade
colinérgica, mais especificamente com a atividade da AChE, onde baixos niveis de ACh estao
relacionados a diminui¢do no indice de descriminagdo e preferéncia pelo objeto novo (Alrefaie
e Alhayani, 2015).

Em concordancia, Rodrigues e colaboradores demonstram que ratos induzidos a um
modelo de deméncia esporadica tratados via gavagem com vitamina D nas doses de 12,5, 42 ¢
125 ug/kg durante 21 dias apresentam reversdao do aumento da AChE quando tratados com 42
e 125 ug/kg, sendo explicado pela acdo neuro-imunomoduladora da vitamina D a fim de regular
os niveis da ACh (Rodrigues et al., 2019). Ainda, Jain e colaboradores apresentam dados em
que a diminuicao do antioxidante GSH esta positivamente correlacionado com o aparecimento
de declinio cognitivo em pacientes com DA. Visto isso, estudaram a associacdo de vitamina D
e L-cisteina a fim de melhorar esses parametros. Os autores sugerem que ao aumentar os niveis

de GSH ¢ possivel diminuir os niveis da AChE, dessa forma, aumentando a disponibilidade de
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ACh e melhorando o dano cognitivo nesses pacientes (Jain et al., 2023). Os autores ainda
comentam que a suplementagdo da vitamina D sozinha apresenta limitagdes quanto ao seu uso,
e que a terapia combinada com L-cisteina ¢ mais efetiva na diminui¢do da producdo de EROs
e na inibi¢ao de citocinas (Jain et al., 2021). Em contradi¢ao, Siebert e colaboradores utilizando
modelo de ovariectomia em ratas Wistar de 90 dias mostram que a suplementagdo de vitamina
D na dose de 500 UI/Kg por 30 dias foi capaz de reverter parcialmente alteracdes em parametros
inflamatorios. No entanto, ndo foi capaz de reverter o aumento na atividade da AChE. No
estudo, os autores relacionam esses resultados ao tempo de suplementacdo, mas vale ressaltar
que no estudo foram utilizadas ratas e ndo ratos, podendo esse resultado estar relacionado ao
sexo do animal (Siebert et al., 2018).

Assim, € possivel sugerir que a vitamina D possui a¢do sobre a atividade enzimatica
da AChE. No entanto, s3o necessarios mais estudos para que seja possivel compreender a forma
como esse hormonio age sobre essa enzima. Algumas hipoteses sdo apontadas por Rastegar-
Moghaddam e colaboradores, onde citam que os efeitos da vitamina D sobre a atividade da
AChE podem estar relacionados a seus efeitos sobre eliminagdo da agregacdo de peptideos [3-
amiloide, podendo estar envolvido com homeostase do calcio, ainda pela sinalizagdo do
elemento responsivo ao alvo de proteinas (CREB) e adenosina 3',5'-monofosfato ciclico
(AMPc) (Rastegar-Moghaddam et al., 2022). No entanto, embora os autores tenham
apresentado essas hipoteses para a reducdo da atividade da AChE pelo uso da vitamina D, eles
nao foram afundo no estudo dessas vias e deixam claro que mais estudos sdo necessarios.

Conforme citado anteriormente, estudos demonstram que alteragdes no sistema
colinérgico estdo relacionados ao aparecimento de alteracdes comportamentais em modelos
animais de DXB. Assim, com relagdo ao comportamento de habitua¢do ao campo aberto, os
resultados demonstram que os animais nao apresentaram diferencas significativas no namero
de cruzamentos e levantamentos, indicando que estes animais ndo apresentaram alteragdes na
locomogdo e exploragdo. No comportamento de reconhecimento de objetos, foi observado que
apenas os animais do grupo salina controle apresentam aumento no indice de reconhecimento
em curto e longo prazo, indicando que os animais deste grupo apresentam memoria de curto e
longo prazo preservadas. No entanto, os animais dos grupos salina vitamina D, DXB controle
e DXB vitamina D ndo apresentam diferencas na memoria de curto e longo prazo, indicando
dano na memoria nesses animais.

Esses resultados estdo de acordo com os encontrados por Lemos e colaboradores,
onde animais submetidos a um modelo de DXB apresentam danos a memoria de curto e longo

prazo, analisado pelo teste de reconhecimento de objetos (Lemos et al., 2023). Em
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concordancia, Scaini e colaboradores demonstram que ratos submetidos a DXB apresentam
alteracdes comportamentais, com danos a memoria, aprendizagem, cogni¢do, além do
aparecimento de comportamento tipo depressivo, sem alteracdo no comportamento de
habituacdo de campo aberto (Scaini, Teodorak, et al., 2012; Scaini et al., 2014). Ainda, peixes-
zebra submetidos a altas doses de leucina apresentam alteracdo na memoria, no comportamento
social (Da Silva Lemos et al., 2022; Duarte et al., 2023). Os autores sugerem que esses
resultados s@o relacionados a alteragdo na sintese de neurotransmissores, pela diminui¢ao de
aminodcidos neutros como triptofano, tirosina e fenilalanina. Isso ocorre através da competicao
para passagem pela barreira hematoencefalica (BHE), uma vez que, devido aos altos niveis de
leucina e por esse AACR possuir maior afinidade pelo transportador, tanto a leucina, quanto o
CIC atravessam a BHE com maior facilidade, levando a efeitos deletérios no cérebro, bem
como, levando a diminui¢do de neurotransmissores envolvidos com memoria e cogni¢do (Smith
et al., 1987; Wajner et al., 2000).

Nesse sentido, Rastegar-Moghaddam e colaboradores em um modelo de
hipotireoidismo utilizando ratos Wistar de 21 dias, mostram que a suplementacdo com vitamina
D nas doses de 100 e 500 Ul/kg/dia via gavagem melhora memoria e aprendizado nos testes de
esquiva passiva e no labirinto aquatico de Morris. Os autores sugerem que essa melhora ocorre
por diminuicdo da atividade da AChE e nos tecidos cerebrais dos animais (Rastegar-
Moghaddam et al., 2022). Embora os resultados sejam diferentes dos encontrados, vale ressaltar
que foram utilizados animais de idades diferentes, e o tempo de tratamento foi de 6 semanas.
Além disso, o efeito da vitamina D na dose de 500 Ul/kg/dia foi mais pronunciado quando
comparado a dose de 100 Ul/kg/dia. Alrefaie e Moustafa mostram que ratos Wistar machos
submetidos a uma dieta hiperlipidica e tratados com vitamina D 500 Ul/kg/dia apresentam
aumento da explorac¢do e no indice de descriminagdo no teste de reconhecimento de objetos
relacionados a melhora da transmissao colinérgica (Alrefaie e Moustafa, 2020). Vale ressaltar
que a dose e modelo utilizados no estudo ¢ diferente da utilizada no presente estudo.
Diferentemente dos artigos apresentados e em concordancia com os achados do presente estudo,
Siebert e colaboradores utilizando modelo de ovariectomia em ratas Wistar de 90 dias mostram
que a suplementagdo de vitamina D na dose de 500 UI/Kg por 30 dias nao ¢ capaz de melhorar
os danos a memoria no teste de reconhecimento de objetos. Isso deixa claro que mais estudos
s30 necessarios, uma vez que os dados de suplementacio da vitamina D sobre comportamento
ainda permanece controverso (Siebert et al., 2017). Ainda, Pettersen aponta que a memoria
visuoespacial ¢ melhorada com doses mais altas da suplementagao de vitamina D, enquanto a

memoria verbal parece estar mais relacionada a suplementagdo com doses baixas, estando esses
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dados de acordo com estudos observacionais que avaliam memoria verbal e ndo verbal. No
entanto, o estudo apresenta limita¢des principalmente devido ao baixo numero de participantes
e ao tipo de analises realizadas. Em contraponto, ¢ concluido que a suplementacdo de vitamina
D por 18 semanas pode melhorar a cogni¢cdo de pacientes, principalmente com relacdo a
memoria visual, ainda, deixam claro que ndo existem dados quanto ao nivel ideal de vitamina
D para cognicdo, sendo necessarios mais estudos para que se elucide o beneficio cognitivo e
dose mais eficiente da vitamina D (Pettersen, 2017).

Nesse sentido, estudos sugerem que a acdo da vitamina D ocorre principalmente
devido a ligagdo da vitamina D no seu receptor VDR. Este receptor ¢ expresso na grande parte
das células e possui localizacdo nos mais diversos tecidos, incluindo no cérebro (Garcion et al.,
2002; Bouillon et al., 2008). Assim, a ligacao da vitamina D ao receptor VDR nao esta apenas
relacionada a cascatas de sinalizacdo, como ativacao de fatores nucleares que levam ao aumento
de antioxidantes, mas também, esta envolvida no controle da formagdao de radicais livres.
Ademais, estudos apontam que a vitamina D regula direta ou indiretamente diversos genes que
podem estar relacionados a diversas fungdes celulares, dentre elas, com o reparo ao DNA,
crescimento e manutencdo Ossea, apoptose ¢ EOX (Eelen et al., 2004; Bossé et al., 2007;
Bouillon et al., 2008). Além disso, Rodrigues e colaboradores indicam que os radicais livres e
o EOX levam a danos comportamentais ¢ ao surgimento de doencas neurodegenerativas
(Rodrigues et al., 2019). Assim, Lin e colaboradores, sugerem que os efeitos da vitamina D
sobre a memoria e aprendizado ocorrem devido a eliminagdo da agregag¢do de peptideos B-
amiloide (Lin et al., 2020), podendo ainda ocorrer por melhora dos efeitos através do fator

neurotrofico derivado do cérebro (BDNF) (Rastegar-Moghaddam et al., 2022).
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6 CONCLUSAO

Com os resultados obtidos, ¢ possivel inferir que a DXB ¢ uma doenga que afeta
diversos sistemas, levando a oxidacdo de biomoléculas pelo EOX, alteracdo de defesas
antioxidantes e em neurotransmissores, relacionados ao aparecimento de alteragdes no
comportamento, bem como memoria e cognigao.

Dessa maneira, foi possivel observar o aumento da atividade da SOD no grupo
vitamina D salina e DXB + vitamina D comparados ao grupo controle salina e DXB + vitamina
D, enquanto que em relacdo a atividade de CAT percebeu-se diminui¢do no grupo vitamina D
salina e DXB controle quando comparado ao grupo salina controle. Além disso, a
suplementag¢do de vitamina D foi capaz de reestabelecer o conteudo de sulfidrilas no grupo
DXB + vitamina D quando comparado ao grupo DXB controle. Observou-se aumento dos
niveis de TBARS no grupo DXB controle quando comparado ao grupo salina controle. A fim
de avaliar danos ao DNA, o tratamento com vitamina D, foi capaz de reverter o dano ocasionado
pela administracdo dos AACR no grupo DXB + vitamina D. Quanto a avalia¢do do sistema
colinérgico, a suplementacao de vitamina D foi capaz de reverter o aumento de AChE no grupo
DXB + vitamina D quando comparado ao grupo DXB controle. Em relagdo ao teste de
habituacdo em campo aberto os animais ndo apresentaram alteragdes locomotoras ou
exploratdrias. Ainda, no mesmo teste foi possivel observar que os grupos vitamina D salina,
DXB controle ¢ DXB + vitamina D ndo apresentaram diferengas na memoria de curto e de
longo prazo indicando danos a memoria de curto e longo prazo desses animais.

Logo, diversos estudos apresentam dados quanto ao uso da vitamina D sobre EOX,
sistema colinérgico e comportamento, porém apresentam divergéncias quanto a idade dos
animais, doses e vias utilizados. Desse modo, o uso de vitamina D parece ser promissor, uma
vez que diversas pesquisas apresentam efeitos benéficos, porém, a dose para neonatos ainda
ndo ¢ estabelecida, uma vez que os artigos utilizam diferentes doses e frequéncia de
administracdo. Com isso, pode-se concluir que mais estudos sdo necesspara que se tenha

entendimento sobre seus efeitos na DXB.
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